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Uber die Gewinnung von Haminderivaten 
durch Brenzreaktionen. 


4, Mitteilung. 
1. Abbau von Hamin zu Atiomesoporphyrin und Optoporphin; 
Darstellung des Optoporphins aus Pyratinchlorid. 


2. Die spektrochemische Reaktion von Atioporphyrinen 
mit Schwefelsaure. 
Von 
0. Schumm. 


Mit 6 Figuren im Text und auf Tafel I und II. 





(Aus dem Physiologisch-Chemischen Institut der Hamburgischen Universitit, 
Eppendorfer Krankenhaus.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Juni 1929.) 


In der vorigen Mitteilung') konnte gezeigt werden, daB sich 
bestimmte Porphyrine und Kisenporphyratine nach dem Paraftin- 
verfahren?) in verhiltnismiBig einfacher Weise decarboxylieren 
lassen. In abgeinderter Ausfiihrungsform bildet dieses auBerdem 
ein Verfahren zur fraktionierten Decarbonierung des Hiimins, die 
hier in mehreren Stufen zu dem unten beschriebenen Endprodukt 


1) Diese Zs. Bd. 181, S. 141 (1929). 

2) In dieser Abhandlung waren gleichzeitig weitere Versuche iiber die 
Einwirkung siedenden Resorcins auf Himinderivate und Porphyrine be- 
schrieben, die u. a. ergeben haben, dab Uroporphyrin hierbei teilweise decarb- 
oxyliert wird, wahrend sein Methylester sich abweichend verhilt. Ferner 
wurde mitgeteilt, dab nach dem Paraftinverfahren auch Uroporphyrin und 
Koproporphyrin in Atioporphyrine verwandelt werden kénnen. Diese An- 
gaben seien durch den Hinweis ergiinzt, daB der von mir bei der Reaktion 
mit siedendem Resorcin beobachtete Abbau von Uroporphyrin zu 
Ksproporphyrin nach anderen Verfahren von H. Fischer bereits 
friiher durchgefiihrt worden ist [Diese Zs. Bd. 97, 5. 116 (1916); Bd, 137, 
S. 245 (1924); Bd. 149, S. 65 (1925). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXXYV, 6 
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filirt. Die bislang gefaBten Abbaustufen sind Eisenporphatine !) 
mit den H.P.-Werten?) etwa 547, 545 und 543.%) Die Zahl der 
abgespaltenen Gruppen richtet sich nach der angewandten Tem- 
peratur und Erhitzungsdauer. Das zunichst beschriebene Abbau- 
produkt*) mit dem H.P.-Wert des Atiomesohiimins (etwa 547) lieB 
sich neuerdings in befriedigender Ausbeute und Einheitlichkeit 
schon durch 1?/,,bis 2 Stunden langes Erhitzen von fein ge- 
mahlenem Himin in etwa der 2- bis 300 fachen Menge Paraffin. 
liquid. (D. A. 6) auf 850° (unk.) erhalten.®) Beim Enteisenen nach dem 
Phenol—Oxa!siiurevertahren®)u. w. liefert es dasschén krystallisierende 
Atioporphyrin’), das in allen gepriiften Kigenschaften einschlieb- 
lich der Krystallform und Saurezahlen sowie des Verhaltens bei 
der unten beschriebenen Spektralreaktion mit Schwefelsiure’) voll- 
kommen mit dem aus Mesoporpbyrin nach dem Paraftinverfahren 
dargestellten Atiomesoporphyrin®) iibereinstimmt. Aus diesen 
Hestetellaasen folgt, daB am Himin bei lingerem (1—2 Stunden) 
Erhitzen in Paraffin (vom Siedep. etwa 390—400°) auf 350° (unk.) 
nicht nur die beiden CO,-Gruppen abgespalten, sondern gleich- 
zeitig die ungesiittigten Bideaketton abgesittigt werden. Zur 
Darstellung von Atiomesoporphyrin braucht man nicht mehr von 
Mesoporphyrin auszugehen; man kann es nach dem Paraffin— 
Phenol—Oxalsiureverfahren ohne weiteres aus Himin erhalten. 
Beispiel. 18 g nach W.Kiisters Verfahren umkrystallisiertes 
Schalfejew-Himin werden fein zerrieben, mit 4'/, Liter Paraffin. liquid. an- 
geriihrt, unter hiufigem Umschiitteln auf 350° erhitzt und 140 Minuten lang 


auf dieser T'emperatur gehalten, nach dem Erkalten mit Phenol—Oxalsiure 
enteisent und weiter nach dem friiher beschriebenen Verfahren behandelt. 





1) Eisenporphatine = Eisenkomplexverbindungen carboxylfreier Porphine, 
Eisenporphyratine = Eisenkomplexverbindungen carboxy lhaltiger Porphine(der 
Porphyrine). Wegen des Namens Porphine vgl. man H. Fischer, Chem. 
Ber. Bd. 61, 8. 2611 (1927). 

*) H.P.-Wert = spektrometrischer Wert fiir den Hauptabsorptions- 
streifen der Liésung in hydrazinhaltigem Pyridin. 

5) A. a. O., S. 144 und 158. 

4) A. a. O., S. 158 und 159. 

°) Die Umwandlung war durchweg schon nach 1 Stde. im wesentlichen 
durchgefiihrt, doch wurde vorsichtshalber etwas linger erhitzt. 

6) A. a. O., S. 149. 

*) Vgl. Fig. 1 Taf. II. Sie zeigt die bei reinen Priiparaten von mir 
erhaltene Form und Anordnung der Krystalle, derertf Enden bald geradlinig 
abgeschriigt, bald schrig abgerundet sind. 

5) A. a. O., S. 156. 

A. a. O., S. 159. 
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Aus der iitherischen Lisung des Reaktionsprodukts wird das Atioporphyrin 
mit 20°/,iger Schwefelsiiure ausgezogen, der filtrierte Auszug zweimal 
mit etwa ',—'/, Vol. Ather gewaschen, mit Wasser verdiinnt und mit Atz- 
kali gefallt, der Niederschlag abfiltriert, einmal gewaschen, mit 20°/, iger 
Schwefelsiiure ausgezogen, der filtrierte Auszug dreimal mit etwa '/, Vol. 
Ather gewaschen, mit Wasser verdiinnt, mit Atzkali gefillt, der Niederschlag 
abfiltriert, griindlich ausgewaschen, getrocknet und mit reinem Chloroform 
ausgezogen. Aus der filtrierten und bis auf ein kleines Vol. eingeengten 
Lésung gewinnt man nach Zusatz des mehrfachen Volumens Methylalkohol 
und Stehenlassen etwa 1,1 g Krystalle, daraus nach mehrmaligem Um- 
krystallisieren aus Chloroform—Methylalkohol (Vol. der Lésung etwa 250 cem) 
etwa 0,8 g schén krystallisiertes Atioporphyrin (vgl. Fig. 1 auf Tafel II). 
Ausbeute mindestens 4°), des eingesetzten Hiimins.’) 


Analyse. 
4,757 mg Subst. gaben 13,880 mg CO,, 3,40mg H,O, 0,015 mg Riickstand 
4597 mgs, » 13,840, CO,, 3,25, H,O, 0,025 ,, . 
4,286 mg Subst. (enth. 0,011 mg Asche) gaben 0,431 ecm N (22,5°, 764 min). 
3,145 mg ss, » 0,008 mg _,, » 9,316 cem N (22,5°, 763 mm). 
4,21lmg ,, » OPiime , » 0,428 cem N (23°, 762 mm). 
Fiir C,,H,,N, (Atiomesoporphyrin): 
Ber. C 80,28°/, H 8,00°/, N 11,71°, 
Gef. I. C 79,86 H 8,03 N 11,71 
II. C 79,60 H 7,96 N 11,68 
Ul — — N 11,78 


Spektrometrische Werte. ”) 

1. Lésung in Ather: I. 622,6, II. 567,5, III. 525,6, IV. ge- 
gitterter Streifen, mittelste Linie etwa 492,6. 

2. Lésung in etwa 98°%/,iger Schwefelsiure: Hauptstreifen 
I. 592,0, III. uneinheitlicher Streifen mit zwei angeniihert gleich starken 
Maxima, Ort des Minimums 548,0. 

Wird Haimin in Paraffin mehrere Stunden gekocht (Tempe- 
ratur etwa 390—400°), so entsteht nach voriibergehendem Auftreten 
von Abbaustufen mit den H.P.-Werten etwa 547 und etwa 545, 
eine Endstufe mit dem H.P.-Wert 543. Da das Beispiel von 
Atiomesohimatin und Atiopyratin*®) darauf hinwiesen, daB dem 
Fallen des H.P.-Wertes ein Mindergehalt an Kohlenstoff und ein 
Mehrgehalt an Stickstoff entspricht, durfte vermutet werden, daB 
die bei obigem Verfahren erzielte Endstufe (H.P.-Wert etwa 543) 
noch kohlenstoffiirmer und stickstoffreicher sei als das Atiopyratin. 


1) Die Priiparate haben noch einen geringen Chlorgehalt. 

*) Mit dem Gittermebspektroskop des Zeiss-Werkes, Jena, festgestellt, 
vgl. auf der Tafel Spektr. 11. 

3) A. a. O., S. 156. Darstellung a. a. O. S. 151. 


6” 
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Eine Stiitze dieser Annahme wurde darin gesehen, daB die aus 
obigem Produkt bei der Enteisenung mit Phenol—Oxalsiure er- 
haltene Substanz in iatherischer Lisung (ihnlich auch in der 
Chloroformlésung) gegeniiber dem Atiopyroporphyrin eine Ver- 
setzung der Hauptabsorptionsstreifen nach Violett um etwa ] uu 
aufweist. Das Ergebnis der Elementaranalyse hat obige Ver- 
mutung als zutreffend erwiesen (vgl. u. 8. 88). Die erhaltenen 
Werte passen am besten auf ein gegeniiber dem Atiopyropor- 
phyrin um 2 Kohlenstoffatome irmeres Atioporphyrin. Das neue 
Abbauprodukt, dem ich die Bezeichnung Optoporphin gebe, 
hat eine niedrigere Salzsiiurezahl als das Atiopyroporphyrin'), 
etwa 1,3 gegeniiber 2,0, entsprechend auch eine niedrigere Schwefel- 
shurezahl, etwa 4,0 goventiber 6,5 ”). 

Die V erschiedenheit von Ripteponsliin gegeniiber Atiopyropor- 
phyrin und Atiomesoporphyrin kommt auch bei der Spektralreaktion 
mit konz. Schwefelsiure*) zum Ausdruck, auf deren Anwendbarkeit 
zur Unterscheidung von Porphyrinen vom Verf. bereits frither *) 
hingewiesen wurde. Eine ohne Anwendung von Warme her- 
gestellte Lésung von Atiopyroporphyrin in konz. Schwefelsiure gibt 
im Bitterspakientiean ein Spektrum mit zwei Hauptstreifen, einem 
schmalen, symmetrischen Streifen auf etwa 589,5 (bis 590) und 
einem dunkleren und breiteren Streifen, der zwei durch eine feine Aul- 
hellung getrennte, schmale Maxima hat. von denen das violett- 
wirts gelegene etwas stiarker ist als das erste.®) Das Optopor- 
phin unterscheidet sich dadurch, da beide Hauptstreifen ganz 
unsymmetrisch sind. Der erste Streifen mit dem Maximum aut 
etwa 590,5, hat violettwirts einen deutlichen, etwa gleich breiten 
Nachschatten; der zweite besteht aus einem breiten, schwachen 


!) Atiomesoporphyrin hat die Salzsiiurezahl etwa 2,6, Schwefelsiurezahl 8. 
Vel. im iibrigen O. Schumm, Spektrochemische Analyse, Jena 1927, S. 135. 

*) Die Bestimmung des Verteilungsverhiiltnisses zwischen einer athe- 
rischen Atioporphyrinlésung und verdiinnter Schwefelsiiure li8t sich ebenso 
wie die nach dem Vorgange R. Willstitters ausgefiihrte Bestimmung der 
Salzsiiurezahl zur Kennzeichnung eines Atioporphyrins mit Nutzen ver- 
wenden. Ich bezeichne als Schwefelsiiurezah] den °/,-Gehalt waBriger 
Schwefelsiiure, bei dem aus der iitherischen Porphyrinlésung etwa ?/, des 
Farbstoffs in die Schwefelsiiure iibergehen, wenn man die Lésung mit dem 
gleichen Vol. der verdiinnten Schwefelsiiure durchschiittelt. — Nach den 
bisherigen Feststellungen liegen die Schwefelsiiurezahlen sowohl bei Por- 
phyrinen als auch bei Atioporphyrinen weit hdher als die Salzsiiurezahlen. 

‘) Vgl. u. S. 14. 

‘) A. a. O. Spektrochemische Analyse, 8. 138. 

*) Vgl. auf der Tafel I das Spektrum 3. 
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Schatten, von dem sich nur ein starkes, fast als gesonderter 
Streifen erscheinendes Maximum auf etwa 548,0 abhebt.') Zwischen 
dem ersten und zweiten Streifen liegt noch ein schwacher Streifen, 
dessen Mitte angenihert zu 572 bestimmt wurde. — Beim Schiitteln 
seiner Lésung in Chloroform mit dem gleichen Vol. 25°/,iger 
Salzsiure geht Optoporphin reichlich in die Salzsiiure iber (Unter- 
schied von Atiomesoporphyrin und Atiopyroporphyrin, die kaum 
oder nur sehr wenig Farbstoff an die Salzsiiure abgeben). 


Anmerkung. Die erwihnten 3 Atioporphyrine unterscheiden sich 
auch durch ihr Verteilungsverhiltnis zwischen Chloroform und verdiinnter 
Schwefelsiiure. Als Chloroform-Schwefelsiiurezahl eines Atioporphyrins 
bezeichne ich den Prozentgehalt der wiBrigen Schwefelsiiure, die beim 
Schiitteln mit dem gleichen Vol. der Atioporphyrin—Chloroformlésung 
dieser die Hiilfte des Farbstoffs entzieht. Die Chloroform-Schwefelsiurezahl 
von Atiomesoporphyrin ist angeniihert = 24, die von Atiopyroporphyrin an- 
genihert 20, die von Optoporphin 15. 


Stellt man aus dem krystallisierten Optoporphin nach dem 
Verfahren von Zaleski die Kisenverbindung her und lost sie in 
hydrazinhaltigem Pyridin, so gibt sie den Hauptstreifen auf etwa 
543,0, demnach etwa 11/, uu weiter violettwirts als die des Atio- 
pyroporphyrins.*) — Das Optoporphin wird bei geniigender Rein- 
heit aus Chlorotorm—Methylalkohol in gut ausgebildeten Einzel- 
krystallen und Drusen erhalten. 


Die Form der Krystalle wechselt mit den Krystallisationsbedingungen. 
Je nach der Konzentration der Chloroform—Methylalkohollésung, ihrem ver- 
schiedenen Gehalt an Chloroform und dem Grade des Einengens u. a. 
scheidet sich das Optoporphin bald in der aus Fig. 4 auf Tafel II er- 
sichtlichen, bald in abweichender Form aus. Unter Umstiinden sind die 
Krystalle bei gleicher Linge bedeutend breiter und stellen dann flache 
rhombisehe Tafeln dar (vgl. Fig. 2). Oft sind sie denen des reinen Atiopyro- 
porphyrins (vgl. Fig. 3) zum Verwechseln dhnlich, Stehen geniigende 
Mengen des Optoporphins zur Verfiigung, so kann man bei Wiederholung 
des Krystallisierens unter verschiedenen Versuchsbedingungen von dem- 
selben Priparat stark verschiedene Krystallformen erhalten. Ahnliche Er 
fahrungen kann man auch beim Krystallisieren von Atiome senaniinein 
und Atiopyroporphyrin machen, die iibrigens bei geringerem Reinheitsgrade 
oft in einander téiuschend ihnlicher Form, Drusen kurzer dolchfirmiger 
oder prismatischer Einzelkrystalle erhalten werden, die sich erst mit zu- 
nehmender Reinheit der in Fig. 1 abgebildeten Form niihert. 


Der Stickstoffgehalt des Optoporphins (vgl. u. S. 88) pabt 
auf ein Dimethyldiithylporphin oder ein Hexamethylporphin, so- 





) Vgl. auf der Tafel I das Spektrum 5. 
3) A. a. O., S. 156. 
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mit auf eine der folgenden Formeln'), wobei einstweilen dahin- 
gestellt bleibt, ob im Optoporphin ein einheitlicher Kérper vorliegt. 
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Darstellung des Optoporphins. 

Ktwa 30 g Hiimin werden aufs feinste zerrieben, mit 7 bis 
8 Litern Paraffin, liquid. (D.A. 6, Siedep. etwa 390—400°) angeriihrt 
und in langhalsigen, mit Steigrohr versehenen Jenaer Rundkolben 
unter sehr hiiufigem Umschiitteln zum Sieden erhitzt, danach etwa 
5—6 Stunden gekocht. Eine mit Pyridin stark verdiinnte Probe 
zeigt dann nach Zusatz eines Tropfens Hydrazinhydrat den Haupt- 
absorptionsstreifen auf etwa 543,0 oder 548,5. Die etwas ab- 
gekiihlte Masse wird von etwa am Boden der Kolben angesetzten 
Krusten ubgegossen, mit */,—1 Vol. Phenol gemischt und nach 


eee 


1) Es sei darauf hingewiesen, da8 einige der kohlenstoffreicheren 
Octaalkylporphine sowie ein Heptaalkylporphin von H. Fischer und 
Mitarbeitern synthetisch dargestellt worden sind (Liebigs Ann. der Chem. 
Bd. 450, 452, 466, 468, 473). Die Oktaalkylporphine verhielten sich spektro- 
skopisch etwa wie Atiomesoporphyrin; ihr héherer Koblenstoftgehalt kommt 
demnach ebenso wie der des Atiomesoporphyrins gegeniiber Optoporphin 
in einer Verschiebung der Absorptionsstreifen nach Rot zum Ausdruck. 
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Zusatz von Oxalsiiure’) so lange am RiickfluBkiihler gekocht 
‘ungefahr 1/, Stunde), bis eine mit Pyridin verdiinnte Probe nach 
Zusatz von Hydrazinhydrat das ,,Porphyrinspektrum“, nicht oder 
kaum mehr das der EKisenverbindung auf etwa 543, gibt, danach 
unter Umriihren in etwa die 20fache Menge heiBen Wassers ge- 
gossen *), durch mit Wasser getriinkte Filter filtriert und mit heiBem 
Wasser gewaschen. Die auf den Filtern verbliebene schwarze 
Paraffinmasse wird mit etwa 6—8 Vol. Ather gemischt und so oft mit 
20 °/,iger Schwefelsiure ausgezogen, als noch bedeutende Mengen 
Farbstoff tibergehen*), dieser aus der filtrierten schwefelsauren 
Lésung (die mindestens 30—40 Liter betrigt) durch Alkalisieren 
mit Kalilauge (oder nach dem Verdiinnen mit Wasser durch Atzkali)*) 
ausgefallt, der Niederschlag abfiltriert, einmal gewaschen, mit 
15—20 °/,iger Schwefelsiiure ausgezogen, die filtrierte Lésung 3 mal 
mit etwa !/, Vol. Ather gewaschen, mit Wasser verdiinnt, mit Atz- 
kali gefallt, der Niederschlag abfiltriert, griindlich ausgewaschen, 
getrocknet, mit reinem Chloroform ausgezogen, der Auszug filtriert, 
stark eingeengt und durch Zusatz heifen Methylalkohols und 
Stehenlassen zum Krystallisieren gebracht, die ausgeschiedene 
Masse abfiltriert, mit Chloroform—Methylalkohol gewaschen und 
wiederholt aus heiBem Chloroform—Methylalkohol umkrystallisiert.®) 
Aus der ersten Mutterlauge J4Bt sich durch Einengen, Zusatz 
von Methylalkohol, erneutes EKinengen und Stehenlassen noch 
eine weitere Krystallisation erzielen. Das gleiche gilt fiir die 
beim Umkrystallieren abfallenden Mutterlaugen. Diese Krystall- 
massen werden zweckmiabig durch genaue spektroskopische Messung 
an Hand eines analysenreinen Priiparates von Atiomesoporphyrin 
oder Atiopyroporphyrin darauf gepriift, ob sie das richtige Spek- 
trum geben.*) Atherspektrum: Hauptstreifen I. etwa pu 620,0, 

1) A, a. O., S. 149. 

*) Von der an sich méglichen Abtrennung der Hauptmenge des Phenols 
ist hier abgesehen. - 

3) Da das Volumen der Atherlésung geringer wird, setzt man ihr 


wieder Ather zu. 
*) Man beachte den Hinweis auf die Feuersgefahr Bd, 181, S. 147 


FuBnote 4 (1929). 

*) Vgl. a. a. O., S. 148, FuBnote 1. Falls das Krystallisieren durch 
Verunreinigungen erschwert ist, lést man die Substanz nochmals in 20°/,iger 
Schwefelsiure, schiittelt die Lésung mit kleinen Mengen Ather aus, ver- 
diinnt sie mit gleich viel Wasser, fillt mit Kalilauge, filtriert den Nieder- 
schlag ab und wischt ihn gut aus; weitere Behandlung wie oben. 

®) Das Rohprodukt enthiilt noch beachtliche Beimengungen von anderen 


Atioporphyrinen. 
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demnach etwa 1 pu weiter nach Violett als Atiopyroporphyrin und 
etwa 2,5 uu weiter violettwirts als Atiomesoporphyrin.}) 
Die ohne Anwendung von Warme hergestellte Lésung in etwa 
98 °/,iger Schwefelsaéure muB das bezeichnende Spektrum geben”): 
Str. I. auf etwa 590,5 mit deutlichem Nachschatten, Str. ILI. 
durchaus unsymmetrisch, mit nur einem deutlichen Maximum 
auf etwa 543,0. — Das reine Optoporphin mit dem Stickstoff- 
gehalt 14,2 °/, wird aus geniigend starken Lésungen in makrosko- 
pisch violett glitzernden, mit der Lupe erkennbaren, im durch- 
fallenden Licht braunen Krystallen der oben (vgl. S. 85 und 
Fig. 4 auf Tafel II) beschriebenen Form erhalten. Aus den etwa 
1,5 g betragenden Rohkrystallisaten kann man obige Reinfraktion 
in einer Menge von etwa 0,5 g gewinnen.?) 


Analyse des Optoporphins. 
Erstes Praparat. 
4,759 mg Substanz*) gaben 13,660 mg CO,, 2,70 mg H,O, Spur Asche. 


5,338 mg » 15,370 mg CO,, 3,16 mg HO, 0,007 mg 
Asche 

4,482 mg Substanz (enth. 0,009 mg Asche) gaben 0,540 cem N (21°, 
777,5 mm.) 


4,522 mg Substanz (enth. 0,009 mg Asche) gaben 0,554 cem N (21,5°, 


Fir (,,H.,N, Ber. © 79,14, H 6,65 °/, N 14,219, 
Gef. a) ,, 78,31 » 6,35 14,34 
, b) ,, 78,63 , 6,68 ,, 14,80 


Zweites Priparat. 
4,335 mg Substanz (aschefrei) gaben 0,536 eem N (21°, 757 mm). 
4,285 mg m i, » 0,525 cem N (20,5°, 757 mm). 
Fiir C,,,H,,N, Ber. N 14,21 "le 
Gef. a) ,, 14,30 
b) ,, 14,20 


1) Vgl. auf der Tafel I Spektrum 13. 

*) Vel. auf der Tafel [ Spektrum 5, vgl. auch S. 94. 

‘) Die Priiparate enthielten noch etwas Chlor. 

‘) Ein Teil der Substanz wurde 1 Stunde lang in 1°/, Salzsiiure ent- 
haltendem Methylalkohol am Riickflubkiihler gekocht; das daraus in be- 
kannter Weise abgeschiedene Produkt krystallisierte aus Chloroform-Me- 
thylalkohol in der urspriinglichen Form und ergab bei der Untersuchung 
keine Spur Methoxylgehalt. Die Stickstoffbestimmung ergab denselben 
Gehalt wie vorher: 

3,298 me Substanz (enth. 0,004 mg Asche) gaben 0,402 cem N (21°, 
763 mm) — 14.939) N, 
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Drittes Priparat 


4,340 mg Substanz (enth. 0,011 mg Asche) gaben 0,524 ecm N (21,5°, 
769 mm.) 
4,321 mg Substanz (enth. 0,011 mg Asche) gaben 0,524 eem N (21,5°, 
767 mm). 
Fiir C,,H,,N, Ber. N 14,21 °%, 
Gef. a) ,, 14,20 
5 b) 4, 14,22 


Spektrometrische Werte des Optoperphins.') 


1. Liésung in Ather: 

Hauptstreifen I. 620,2, II. 564,7, III. 522,8, IV. gegitterter Streifen, 
mittelste Linie etwa 490,0. 

2. Lésung in 25 °/,iger Salzsiiure: 

Hauptstreifen I. unsymmetrisch, Max., rotwiirts der Mitte, auf etwa 
592,0, II. breiter Schatten mit schmalem Maximum auf etwa 544,6. Die 
Form des Streifens II. entspricht etwa der des Streifens II. der Lésung in 
98 °/,iger Schwefelsiiure (vgl. Spektr. 5 auf Tafel I). 

3, Lésung in etwa 98 °/,iger Schwefelsiiure: 

Hauptstreifen I, unsymmetrisch, Max., rotwiirts der Mitte, auf etwa 
590,5, II. breiter Schatten mit schmalem Maximum auf etwa 543,0 (vgl. auf 
der Tafel I Spektr. 5). ?) 

4, Loésung der Eisenkomplexverbindung in hydrazinhaltigem Pyridin: 

I. (Hauptstreifen) 543,0, IL etwa 513,0. 

Anm. 1. Wenn die Paraffinkochung nicht lange genug fortgesetzt 
wird, enthalt das Rohprodukt stiirkere Beimengungen eines stickstoffiirmeren 
Eisenporphatins, nach der Enteisenung dann eine starkere Beimengung des 
zugehorigen stickstoffiirmeren Atioporphyrins. Die Scheidung durch Frak- 
tionieren der iitherischen Lésung mit Salzsiiure von abgestufter Konzen- 
tration ist schwierig. Wird sie nicht sorgfiltig genug durchgefiihrt, so 
ergibt die Optoporphinfraktion ein Priiparat von zu niedrigem N-Gehalt. 
Beispiel: 

4,004 mg Substanz gaben 0,464 cem N (21°, 774 mm) 

= 13,70°/,. 

In einigen solchen Fillen konnte, da geniigende Mengen Rohprodukt 
vorhanden waren, durch wiederholtes Fraktionieren nach dem Verfahren 
von Willstatter und hiiufiges Umkrystallisieren der Optoporphinfraktion 
allmihlich ein brauchbares Priiparat gewonnen werden. Folgender, von 
meiner Mitarbeiterin Dr. E. Mertens ausgefiihrter Versuch zeigt, daB der 
N-Gehalt mit der Fraktionierung langsam bis zum nahezu richtigen End- 
wert ansteigen kann. 

Ausgangsprodukt (Gemisch): N-Gehalt = 13,7°/,. Nach zweimaligem 
Fraktionieren und wiederholtem Umscheiden 14,00°/,, nach nochmaligem 
Fraktionieren N-Gehalt = 14,10°/). 





1) Festgestellt mit dem GittermeB8spektroskoyp des Zeisswerks, Jena, 
vgl. Spektr. 13 auf Tafel I. 
*) Wegen der Reaktion mit heiber Schwefelsiiure vgl. man S. 94. 
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Auch wenn die Kochdauer (siehe S. 86) richtig bemessen war, ist 
hiufiges Umkrystallisieren des Rohprodukts zu empfehlen, da allenfalls 
auch ein N-reicheres Produkt beigemengt sein kann. In einem meiner 
Versuche ergab z. B. ein nur dreimal umkrystallisiertes Priparat einen 
Stickstoffgehalt von 14,5°/, (bei etwa 0,7°/, Aschegehalt), nach weiterem 
dreimaligen Umkrystallisieren 14,2°/, Stickstoff (bei etwa 0,25°/, Asche- 
gehalt), nach nochmaligem Umkrystallisieren keine weitere Anderung des 
Stickstofigehalts. — Zur Secheidung des Optoporphins von beigemengtem 
stickstoffirmeren Atioporphyrin scheint sich nachstehendes Verfahren 
zu eignen, das sich auf das oben beschriebene stark verschiedene Ver- 
halten der Chloroformlésung von Atioporphyrinen gegen Salzsiiure griindet: 
Diinne Lésungen des Gemisches in reinstem Chloroform werden so oft 
mit '/, bis 1 Vol. 20—25°/, iger Salzsiiure ausgeschiittelt, bis nur noch 
geringe Mengen Farbstoff iibergehen. Der Salzsiiureauszug wird mit 
einer kleinen Menge Chloroform (20—30 ccm auf 1 Liter) gewaschen, 
filtriert, mit dem mehrfachen Vol. Wasser verdiinnt und der Farbstotf 
entweder mit Chloroform ausgeschiittelt und die Chloroformlésung siiure- 
frei gewaschen, oder aber mit Atzkali ausgefillt, abfiltriert, gewaschen, 
getrocknet und mit Chloroform ausgezogen. — Aus der neutralen Chloro- 
formlésung wird das ,,Optoporphin“ wie iiblich abgeschieden und durch 
wiederholtes Umkrystallisieren gereinigt. 

Beispiel. Scheidung eines Gemisches aus Optoporphin und Atio- 
pyroporphyrin. Der aus der Chloroformlésung in 25°/, ige Salzsiure wber- 
gegangene Anteil wird wiederholt aus Chloroform—Methylalkohol um- 
krystallisiert. 

4,312 mg Substanz (enthaltend 0,007 mg Asche) gaben 0,538 cem N 
(20,5°, 755 mm). 

4,234 mg Substanz (enthaltend 0,007 mg Asche) gaben 0,525 ccm N 
(19°, 754 mm). 

Fir C,,H,.N, Ber. 14,21°/, N Gef. I. 14,44°/, II. 14,41°/, N. 

Anm. 2. Bei der Benutzung sog. technischen Chloroforms, in dem 
ich gelegentlich einen deutlichen Chlorgehalt fand, setzt man sich schon bei 
sehr geringem Chlorgehalt der Gefahr aus, daB die Atioporphyrinpriparate 
durch Chlorierung verdorben werden, die ‘uBerst leicht erfolgt und sich 
durch Verfiirbung der Chloroformlésung und gleichzeitige Anderung ihres 
spektroskopischen Verhaltens verriit. Ferner sei erwihnt, daB Optoporphin 
ebenso wie andere Atioporphyrine mit Spuren Kupfer leicht die Kupfer- 
komplexverbindung bildet. Dadurch verunreinigtes Optoporphin zeigt in 
iitherischer Lésung zwischen dem zweiten und dritten Hauptstreifen den 
Streifen ,,J.“ der Kupferverbindung (vgl. Spektr. 16 und 17 auf Tafel 1). 
Es ist ratsam, die fiir die Verarbeitung von Atioporphyrinen erforderlichen 
Lésungsmittel (Ather, Chloroform, Methylalkohol u. a.) durch Destillation 
vom Kupfergehalt zu befreien. Beigemengte Kupferverbindungen lassen 
sich aus Atioporphyrinpriiparaten entfernen, indem man sie in viel Ather 


lost, mit etwa 3°/, iger Salzsiure heraussehiittelt und den Salzsiureauszug 
zweimal mit wenig Ather wiischt. Die Kupferverbindung bleibt mit rosen- 


roter Farbe im Ather zuriick. 
Der Abbau von Himin likt sich mit &hnlichem Ergebnis 
auch durch Sieden in Paraffin. sol. (D.A. 6) bei etwa 405 bis 
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410° bewirken. Man trigt das fein zerriebene Himin in kleinen 
Anteilen in etwa die 50fache Menge geschmolzenen Paraftins 
ein und kocht die Masse in Jenaer Rundkolben (mit Steigrohr) 
stundenlang, bis eine Probe in hydrazinhaltigem Pyridin den 
Hauptstreifen auf etwa 543,5 bis 543 zeigt. Die etwas ab- 
gekiihlte Masse wird mit ungefihr gleich viel Phenol gemischt, 
Oxalsiiure hinzugesetzt und wie oben enteisent, danach unter 
Umriihren in viel heiBes Wasser gegossen, filtriert und der Riick- 
stand mit heiBem Wasser ausgewaschen, danach mit Ather ge- 
mischt (s. 0.) und mit etwa 20°/, iger Schwefelsiiure ausgeschiittelt. 
Der Auszug wird in der auf 8. 87 beschriebenen Weise ver- 
arbeitet. Aus dem Rohkrystallisat liBt sich durch fraktionierte 
Krystallisation in reichlicher Menge der Anteil abtrennen, der 
das Atherspektrum I. 620 usw. gibt (s. 0. S.87). Durch wieder- 
holtes Umkrystallisieren erhalt man daraus ein schén krystalli- 
sierendes Atioporphyrin, das in allen gepriiften Kigenschaften 
mit dem Optoporphin iibereinstimmt. Neben diesem wurden 
in den Rohkrystallisaten kleinere Mengen anderer Atioporphyrine 
nachgewiesen. 


Darstellung des Optoporphins aus Pyratinchlorid. 


Wird fein zerriebenes Pyratinchlorid?) stundenlang in Paraffin. 
liquid. gekocht, so geht es zu einem betrichtlichen Teile in die 
Kisenverbindung des Optoporphins iiber, aus der nach dem Phenol-— 
Oxalsiiureverfahren usw. Optoporphin dargestellt werden kann. 
Das Rohkrystallisat enthiilt daneben noch anderes Atioporphyrin. 


Beispiel: 4,8g Pyratinchlorid wurden fein zerrieben und mit 1,5 Litern 
Paraffin. liquid. ungefiihr 5 Stunden gekocht, mit 1 kg Phenol und 200 g 
Oxalsiiure durch liingeres Sieden enteisent, die Masse in 30 Liter heiBes 
Wasser gegossen, filtriert, der Filterinhalt mit heiBem Wasser gewaschen, 
mit 12 Litern Ather gemischt, mit 20°/, iger Schwefelsiure ausgeschiittelt, der 
Auszug (12 Liter) wiederholt mit etwa 1'/, Litern Ather gewaschen, filtriert, 
mit Wasser verdiinnt, mit Atzkali alkalisiert, der Niederschlag abfiltriert, 
ausgewaschen, getrocknet, mit Chloroform ausgezogen, die Lésung bis auf 
ein geringes Vol. abdestilliert, filtriert, mit etwa der 4 fachen Menge Methyl- 
alkohol versetzt, stark eingeengt und kaltgestellt. Nach einer halben 
Stunde hatte sich ein reichlicher Krystallniederschlag gebildet. Mit Chloro- 
form-Methylalkohol (1:5) gewaschen und getrocknet, wog er 0,31 g und 
bestand groBenteils aus Optoporphin. Durch viermaliges Umkrystallisieren 
aus je etwa der 200 fachen Menge Lisungsmittel (Chloroform—Methylalkohol) 
wurde eine reinste Fraktion von 0,1 g gewonnen. Sie stimmte in allen 
gepriften Eigenschaften, der Salzsiiurezahl, der Chloroform-Schwefelsiure 





) Vgl. diese Zs. Bd. 178, S. 1 (1928). 
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zahl, den spektrochemischen Reaktionen und in der elementaren Zu- 
sammensetzung mit dem Optoporphin iiberein. — Die Form der Krystalle 
wechselt je nach den Krystallisationsbedingungen, wie es oben fiir das 
unmittelbar aus Hiimin gewonnene Optoporphin angegeben ist. 


Analyse. 


4,627 mg Substanz gaben 13,220 mg CO,, 2,69mg H,0O, 0,028 mg 
Riickstand. 
4,800 mg Substanz gaben 13,740 mg CO,, 2,78 mg H,O, 0,030 mg 


tiickstand. 
4,455 mg Substanz (enthaltend 0,004 mg Asche) gaben 0,555 cem N 


(21°, 757 mm). 
4,504 ng Substanz (enthaltend 0,004 mg Asche) gaben 0,559 cem N 


(21°, 757 mm). 


Fiir Optoporphin (C,,H,,N,) 


Ber. C 79,14°/, H 6,65°), N 14,21°, 
Gef. I. ,, 78,40 , 6,55 » 14,42 
Il. ,, 78,55 6,58 5, 14,37 


Anm. Verschiedene Beobachtungen scheinen dafiir zu sprechen, daB 
bei geniigend langer Kochdauer ein Teil des Pyratinchlorids iiber die ,,Opto- 
porphinstufe‘ hinaus zu einem noch stickstoffreicheren Eisenporphatin ab- 
cebaut wird. In einem solchen Versuche wurde ein krystallisiertes') Atio- 
porphyrin abgeschieden, das etwa 14,80°/, N enthielt. 

4,715 mg Subst. (enth. 0,013 mg Asche) gaben 0,601 ecm N (20,5°, 759 mm). 

4,444me , ( , 0,012mg , ) 4, 0,564ccem ,, (19°, 758 mm). 

4,289meg ,, ( , 0,012mg , ) ,, 0,534 cem ,, (18,5°, 764 mm). 


Gef. a) N 14,85°/, b) N 14,84°/, e) N 14,70°/, 


Obige Umwandlung von Pyratin in die Kisenverbindung des 
Optoporphins spricht dafiir, daB der Abbau von Hamin zur Kisen- 
verbindung des Optoporphins (H.P.-Wert 543,0) in der Tat iiber 
die Stufe des Pyratins (H.P.-Wert 545,0) hinweg erfolgt (vgl. 
Bd. 181, S. 145): Hiimin > Kisenverbindung des Atiomeso- 
porphyrins --» des Pyroporphyrins ——> des Optoporphins. 

Anm. Der Abbau des aus Hiimin gewonnenen Himatins ver- 
liinft im wesentlichen ebenso wie der des Hiimins. Durch etwa 1%/, Stdn. 
langes Erhitzen von Himatin in Paraffin auf 350°, Enteisenung mit Phenol- 
Oxalsiiure und weitere Behandlung in der Seite 82 u. 83 beschriebenen Weise 
wurde ein Atioporphyrin gewonnen, das im spektrochemischen Verhalten 
und Stickstoffgehalt mit Atiomesoporphyrin iibereinstimmt. 





') Gute Krystallbildung schliebt das Vorliegen von Gemischen bei 
diesen Kérpern nicht aus; z. B. lassen sich Gemische aus ahnlichen Mengen 
Atiopyroporphyrin und Optoporphin gut krystallisieren. 
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4,243 mg Substanz (enth. 0,021 mg Asche) gaben 0,434 cem N (23°, 


761 mm). 
4,142 mg Substanz (enth. 0,021 mg Asche) gaben 0,427¢eem N (22,5° 


761 aah. 

Gef. I. N 11,87°/, 
D. « See"), 
Wurde Hiimatin in Paraffin 6 Stunden gekocht und weiter 

in der auf Seite 86 u. 87 beschriebenen Weise behandelt, so lieb 

sich eine krystallisierte Fraktion gewinnen, die im_ spektro- 
chemischen Verhalten, der Salzsiiurezahl, der Chloroform—Schwefel- 
siiurezahl und dem Stickstoffgehalt angenihert mit Optoporphin 
iibereinstimmte.') 

4,288 mg Substanz (enth. 0,030 mg Asche) gaben 0,520 cem N (24,5°, 

763 mm). 

4,413 mg Substanz (enth. 0,030mg Asche) gaben 0,534 eem N (22.5°, 

764 mm). 

Gef. I. N 14,07°/, 
II. ,, 14,15°), 


Fiir C,,H,,N, (Atiomesoporphyrin) ber. 11,71°/, N. 


| Fir C,,H,,N, berechnet 14,21°/, N. 


Bemerkung iiber andere beim Haminabbau usw. beobachtete 
Atioporphyrine. 

1. Beim Abbau von Hiimin durch Paraffin bei Tempe- 
raturen zwischen 350 und 410° treten neben den beschriebenen 
Hauptprodukten regelmibig wenigstens kleine Mengen eines Atio- 
kérpers auf, der wahrscheinlich die Fe-Verbindung der im wesent- 
lichen nur decarboxylierten Himaterinsiiure ist, denn er liefert 
bei der Enteisenung durch Phenol—Oxalsiure ein von den iibrigen 
durchaus verschiedenes Atioporphyrin, dessen bislang festge- 
stellte Eigenschaften ihm seinen Platz in niichster Niihe der 
Himaterinsiure anweisen. 

Vermutlich handelt es sich um denselben Korper, der friiher bereits einmal 
von H. Fischer und Pitzer’) bei der Decarboxylierung von Hiimaterin- 
siure (Protoporphyrin) beobachtet worden ist. Da er nach meinen Erfahrungen 
eine hiufige Verunreinigung der aus Hiimin dargestellten iibrigen Atio- 
kérper bildet, mu’ bei der Darstellung reiner Atioporphyrine auf seine 
Entfernung Bedacht genommen werden. Dazu ist die Fraktionierung der 
iitherischen Losung mit verdiinnter Schwefelsiiure geeignet, die sich auf 
den von mir aufgefundenen groBen Unterschied in der Willstiitter- 
Salzsiurezahl zwischen dem obigen Atiokérper und den iibrigen hier in 
Betracht kommenden Atioporphyrinen griindet. Sie ist bei ihm angeniihert 





) Anm. bei der Korrektur. In weiteren Versuchen wurden kry- 
stallisierte Priparate gewonnen, die im Stickstoffgehalt genau mit ihm 


iibereinstimmten. 
2) Diese Zs. Bd. 154, S. 44 (1926). 
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= 10, dagegen die von Atiomesoporphyrin etwa 2,6, von Atiopyroporphyrin 
etwa 2,0, von Optoporphin etwa 1,4. Die Anwesenheit des fraglichen 
Atiokérpers in einem Atisporphyringemisch macht sich bei geniigendem 
Gehalt namentlich durch den schmalen Absorptionsstreifen der Atherischen 
Lésung auf etwa 631 bemerkbar.') Dieses bislang von mir erst angenihert 
rein dargestellte Atioporphyrin gibt in iitherischer Lésung ein mit dem der 
Hiimaterinsiiure fast iibereinstimmendes Spektrum’); Hauptstreifen I. u. II. 
bei Hiimaterinsiure 632,5 und 575,5; bei dem fraglichen Atioporphyrin 
631,5 und 574,0. Die entsprechenden seinerzeit von H. Fischer und Piitzer 
mitgeteilten Werte sind 631,9 und 574,5. 

Im Gegensatz zu Atiomesoporphyrin, Atiopyroporphyrin und Opto- 
porphin geht es aus sehr schwachen atherischen Lésungen in 15—20°/, ige 
Schwefelsiure kaum iiber. Das Verteilungsverhiltnis zwischen 
Chloroform und 25°/,iger Salzsiure ist dem der Himaterinsiure 
entgegengesetzt: Die Chloroformlésung gibt an 25°/, ige Salzsiiure kaum 
Spuren Farbstoff ab. Die Lésungen in konzentrierter Schwefelsiiure*) und 
25°/, iger Salzsiiure unterscheiden sich von denen der tibrigen erwihnten 
Atioporphyrine auffallend durch ihre griine Farbe und das ganz ab- 
weichende Spektrum. Die nach dem Verfahren von Zaleski dargestellte 
EKisenkomplexverbindung gibt in hydrazinhaltigem Pyridin ein von dem des 
Hiimins etwas verschiedenes Spektrum, Str. I. etwa 557,0, Il. etwa 520,0. 
Kin mit dem obigen in den beschriebenen Eigenschaften nahe oder ganz 
fibereinstimmendes Atioporphyrin entsteht regelmiBig bei lingerem starken 
Erhitzen von Hiimaterinsiiure oder Hiimatoporphyrin-Nencki in Paraffin. 
liquid. Daneben entstehen noch zwei oder drei andere je nach der Tem- 
peratur und Erhitzungsdauer verschiedene Atioporphyrine, die sich spektro- 
skopisch etwa wie Atiomesoporphyrin, Atiopyroporphyrin und Optoporphin 
verhalten, aber nicht sicher identifiziert sind. Wird Himatoporphyrin- 
hydrochlorid geniigend lange in Paraffin gekocht, so besteht das Gemisch 
der entstandenen Atioporphyrine schitzungsweise zur Hiilfte aus dem oben 
beschriebenen, spektroskopisch der Hiimaterinsiiure ihnlichen Atioporphyrin.*) 
Dieser Korper ist auBerordentlich hitzebestiindig, denn er ist selbst nach 
6 Stunden langem Sieden von Himatoporphyrin-Nencki in Paraffin. liquid. 
noch in bedeutender Menge vorhanden, verhilt sich darin also durchaus 
anders als Himin. 

2. In der vorigen Mitteilung wurde schon darauf hingewiesen, 


daB Hiimin auch durch langeres Erhitzen in Benzidin auf etwa 
340° decarboxyliert werden kénne, wahrscheinlich mit gleich- 
zeltiger anderer Verinderung an Seitenketten. Bei der Fort- 
setzung der Versuche hat sich ergeben, daB Benzidin bei Tem- 
peraturen zwischen 300 und 410° heftig auf Himin einwirkt. 
Es entsteht ziemlich schnell ein Umwandlungsprodukt mit dem 


') Vgl. auf der Taf. I, Spektrum 9. 

*) Vgl. auf der Tafel I Spektrum 9. 

*) Vgl. auf der Tafel I Spektrum 10. 

*) Schon bei Anwendung weniger Zentigramme Himatoporphyrin 


deutlich feststellbar. 
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H.P.-Wert 545; bald danach tritt unter zunehmender Schwirzung 
stirkere und dann schnell fast vollstiindige Zersetzung ein. Ge- 
lingt es, die Erhitzung im geeigneten Augenblick zu unterbrechen, 
so enthilt die Schmelze in kleiner Menge ein Abbauprodukt vom 
H.P.-Wert 541—542, das bei der nachtolgenden Enteisenung mit 
Phenol—Oxalsiiure bzw. konzentrierter Schwefelsiure ein beson- 
deres Atioporphyrin liefert, das sich von den iibrigen durch die 
Verschiebung der Absorptionsstreifen nach Violett unterscheidet; 
die Lisungen in Ather oder Chloroform weisen die niedrigsten 
bislang fir ein Porphinderivat beschriebenen spektrometrischen 
Werte aut: 

Fiir die iitherische Lésung') dieses ,,Benzidinporphins“ betrigt der Orts- 
unterschied des Hauptstreifens I. gegeniiber Optoporphin, Atiopyroporphyrin, 
Atiomesoporphyrin etwa2 bzw.3 bzw. 4,5uu. Von den iibrigen Atioporphyrinen 
unterscheidet es sich ferner durch den niedrigen H.P.- Wert der nach Zale 
Verfahren dargestellten Eisenkomplexverbindung: etwa 541,5, demnach etwa 
1'/), uu niedriger als bei der Eisenverbindung des Optoporphins. 
Trotzdem fiir jeden Versuch 20 g Himin und 200—250 g Benzidin eingesetzt 
wurden, ist die bisherige Ausbeute so gering, daB die gewonnene Substanz 
nach dem erforderlichen, mehrmaligen Umkrystallisieren zur Ausfiihrung 
einer vollstindigen Analyse nicht reichte. Wegen der Kostspieligkeit des 
Verfahrens hat auf die Gewinnung weiterer Mengen dieses Porphins vorliufig 
verzichtet werden miissen. 


Die spektrochemische Reaktion von Atioporphyrinen mit konzen- 
trierter Schwefelsaure. 


In einer friiheren Abhandlung?) ist gezeigt worden, dab die 
spektrometrische Untersuchung der Lésungen von Porphyrinen 
in konzentrierter (etwa 98°/, iger) Schwefelsiure mit dem Gitter- 
meBspektroskop mehrere von ihnen auch bei geringsten Mengen 
leicht und sicher zu unterscheiden gestattet. Die beiden Haupt- 
streifen dieses ,,Siurespektrums“ liegen z. B. fiir das Héimato- 
porphyrin-Nencki auf etwa 599 und 554, fiir das ihm im ,,Ather- 





) Vgl. auf der Taf. I Spektrum 14, I. etwa uu 618,0, II. Max. a) schwach, 
571,4, b) stark, 563.0, III. 521, IV. gegitterter Streifen, stiirkste Linie 488,5. 

2. Lésung in 25°/,iger Salzsiiure: Hauptstreifen I.: schmaler, 
schwacher Streifen, Max. 590,5, II. sehr starker Streifen mit zwei an- 
genihert gleichen Maxima, Minimum auf 546,5. 

3. Lésung in etwa 98°%,iger Schwefelsiiure (Spektr. 7): Haupt- 
streifen I. 588,0, [[. breiter Schatten mit einem schmalen Max. auf etwa 542,0. 

4, Eisenkomplexverbindung in hydrazinbaltigem Pyridin: 
I. symm. 541, II. 511. 

®) Diese Zs. Bd. 152, S. 1 (1926). 
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spektrum® tiiuschend uihnliche Koproporphyrin dagegen auf 594,5 
und 550,5, fiir Kopratoporphyrin und Pyroporphyrin auf 591,6 
und 548. — Durch dieselbe Probe la8t sich auch das Atio- 
pyroporphyrin vom Pyroporphyrin unterscheiden (Ortsunterschied 
der Hauptstreifen etwa 2 wu), wahrend der Ortsunterschied fir 
die atherischen Lésungen dieser beiden Koérper nur auBerst ge- 
ring ist. Kin sicheres Mittel zur Unterscheidung von Atiomeso- 
porphyrin und Atiopyroporphyrin auch bei geringsten Mengen 
bietet folgende spektrochemische Reaktion mit Schwefelsiure: 


Man lést einige Stiiubchen des fraglichen Atioporphyrins ohne An- 
wendung von Wirme in einigen Kubikzentimetern konzentrierter (etwa 
98°/, iger) Schwefelsiiure und bestimmt das Spektrum’) durch Einmessen 
der beiden Hauptstreifen, giebt die Lisung in ein Reagenzglas und stellt 
es fiir 15—20 Minuten in ein siedendes Wasserbad, kiihlt sie ab und be- 
stimmt das Spektrum. Reines Atiomesoporphyrin zeigt dann noch 
das gleiche Spektrum mit der einzigen Abweichung, daB rotwirts von dem 
urspriinglich zu etwa uu 592 eingemessenen und noch vorhandenen I. Haupt- 
streifen ein neuer schwacher Streifen auf etwa uu 605,5 vorhanden ist. 
Der zweite Hauptstreifen im Griin ist nach wie vor nahezu symmetrisch: 
das Minimum zwischen den zwei etwa gleich starken, schmalen Maxima 
liegt wie vorher auf etwa 548,0.2) Atiopyroporphyrin verhiilt sich durchaus 
abweichend. Die nicht erwirmte rotviolette Lésung zeigt einen schmalen, 
schwachen, symmetrischen Streifen auf etwa 590 und einen dunkleren, 
breiteren, uneinheitlichen Streifen mit zwei angenihert gleichen Maxima, 
Ort des Minimums zwischen den 2 Maxima etwa 546,0. Die erhitzte Lésung 
zeigt den Streifen auf 590 nur eben noch angedeutet, rotwiirts davon aber 
einen neuen starken Streifen auf etwa 605, ferner im Griin einen uneinheit- 
lichen Streifen mit einem starken Maximum auf etwa 554,0 (etwa ebenso 
dunkel wie der Streifen auf 605), auBerdem ein schwaches Maximum auf etwa 
542,0. Der starken Anderung des Spektrums entspricht der eingetretene 
Farbumschlag von Rotviolett nach Blauviolett. 


Vom Atiopyroporphyrin unterscheidet sich das oben be- 
schriebene Optoporphin durch das Spektrum der Lésung in 
kalter Schwefelsiure: Hauptstreifen |. unsymmetrisch, Maximum 
(rotwiirts von der Mitte) auf 590,3, Hauptstreifen I[IJ.: breiter 
Schatten mit nur einem Maximum auf etwa 543,0, vgl. Fig. 1, 
in der die Hauptabsorptionsstreifen I. und IJ. in Kurven dargestellt 
sind. — Nach der beschricbenen Behandlung mit heiBer 





') Vgl. auf der Taf. I die Spektren 1—8. 

?) Ebenso wie Atiomesoporphyrin verhilt sich das auf S. 82 und 83 be- 
schriebene Atioporphyrin, das aus dem Abbauprodukt des Hiimins mit dem 
H.P.-Wert 547 gewonnen wurde. Diese Tatsache erhiirtet die Annahme, 
daB das aus diesem beim Enteisenen mit Phenol-Oxalsiure entstehende 
Atioporphyrin Atiomesoporphyrin ist. 





Uber die Gewinnung von Himinderivaten durch Brenzreaktionen. G7 


Schwefelsiiure gaben Atiopyroporphyrin und Optoporphin etwa 
dasselbe Spektrum.’) ; 
Einen auffallend starken Unterschied gegeniiber den bisher 
untersuchten Atioporphyrinen ergibt die spektrochemische Reak- 
tion mit konzentrierter Schwefelsiure bei dem oben (s. 8. 92 u. 93) 
beschriebenen, mit Wahrscheinlichkeit fiir Atiohimaterinsdiure 
gehaltenen Atiokirper. Dieses Atioporphyrin list sich in kalter 
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Fig. 1. Hauptabsorptionsstreifen I und II. 1 = Atiopyroporphyrin in konz, Schwefelsiure. 
2 = Optoporphin in konz. Schwefelsaure. 

Die Lésung zeigt im Gitterspektroskop ein sogenanntes ,,Siiurespektrum‘ 
mit den 2 Hauptstreifen auf ungefihr 598.0 und 550,0, zwischen beiden 
den schwachen Mittelstreifen, ferner einen starken Streifen im Rot auf 
etwa 619,5, der in der Tat dem reinen Atiokérper anzugehéren scheint 
und kaum auf einen Begleitstoff zuriickgefiihrt werden kann. Bei Wasser- 
badwiirme wird die Lésung miBfarben, so daB dieser Atiokérper schon 
wegen seiner ganz abweichenden Firbungen der Schwefelsiurelésung nicht 
mit den anderen obenerwihnten Atioporphyrinen verwechselt werden kann. 

Die heiBe ,,Schwefelsiurereaktion* der Atioporphyrine libt 
sich auch in der Art ausfiihren, daB man die Lésung im Reagenz- 
glas tiber freier Flamme kurz bis auf etwa 130°?) erhitzt und 
durch UmgieBen usw. abkiihlt. AuBerst langsam tritt die Reak- 
tion auch bei Zimmertemperatur ein. 

_ Ein Unterschied zeigt sich bei dieser Probe endlich auch zwischen 
Atiopyroporphyrin einerseits und Pyroporphyrin und Pyroporphyrinmetby}- 





*) Spektrum der erhitzten und wieder erkalteten Lésung des Optoporphins 
in konzentrierter Schwetelsiiure: Starker symmetrischer Streifen aut etwa603,5, 
sehr schwacher, schmaler Streifen auf etwa 589,5, starker unsymmetrischer 
Streifen mit dem Maximum (violettwiirts der Mitte) auf etwa 552,0, schwacher 
Streifen auf etwa 541,0, vgl. auf der Tafel I, Spektr. 6. 

*) Reines Atiomesoporphyrin zeigt selbst nach kurzem Erhitzen auf un- 
gefihr 175° den Hauptstreifen II noch angeniihert symmetrisch! Genau 
so verhilt sich das aus Himin nach dem 38. 82 u. 83 besehriebenen Ver 
fahren dargestellte Atiomesoporphyrin. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXV, 
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ester andererseits. Pyroporphyriu und sein Methylester liefern beim Er- 
hitzen mit Schwetelsiure grtine Lésungen, deren Spektrum aber dem einer 
erhitzten und wieder abgekithlten Lésung vom Atiomesoporphyrin in kon- 
zentrierter Schwefelsiure ihniicher ist. 


Anhang. 

Ergiinzende Bemerkung zu dem zweiten Darstellungsverfahren fiir 
Pyroporphyrin (Phenol-Kaliumbisulfatmethode.)') 

Bei der in Bd.181 auf S. 164, Zeile3 und4 vorgeschriebenen Reinigung des 
Roh-Porphyrins mu dessen Auflésung in der sehr verdiinnten Kalilauge 
beim ersten Male durch Erwiirmen auf ungefaihr 70° bewirkt werden. 

Zusammenfassung. 

1. Nach dem Paraffinverfahren kann Himin (ihnlich auch 
Hiimatin) stufenweise zunichst decarboxyliert und gleichzeitig an 
den ungesiittigten Seitenketten hydriert, danach zu kohlenstofi- 
irmeren Kisenporphatinen abgebaut werden, die sich nach dem 
Phenol—Oxzalsiiureverfahren in die zugehérigen Atioporphyrine 
umwandeln lassen. Der Abbau geht unter den hier beschriebenen 
Bedingungen iiber die Atiopyroporphyrinstufe hinaus und fiihrt 
zu der noch stickstoffreicheren ,,Optoporphinfraktion“. 

2. Es werden beschrieben die Darstellung von Atiomeso- 
porphyrin aus Hiimin und die von ,,Optoporphin‘ aus Hiimin und 
Pyratinchlorid. — Ein von H. Fischer und Pitzer bei der 
Decarboxylierung von Protoporphyrin nach ihrem Verfahren ein- 
mal beobachteter und fir Atioprotoporphyrin (= Atiohimaterin- 
siure) gehaltener bzw. ein spektroskopisch mit jenem iiberein- 
stimmender Atiokérper entsteht regelmiibig und in ziemlich reich- 
licher Menge bei langerem Kochen des Himatoporphyrin-Nencki, 
ebenso der Hiimaterinsiure, in Paraffin, ferner ungemein hautig 
in beachtlichen Mengen als Nebenprodukt beim Abbau von Hamin 
nach dem Parafftin—Phenol—Oxalsiureverfahren. Die mitgeteilten 
Verfahren zur Reindarstellung verschiedener Atioporphyrine 
schlieBen die Abtrennung dieses Atiokiérpers ein, dessen analy- 
tisch wichtige Merkmale mitgeteilt werden. 

3. Neben der Bestimmung der Chloroform—Schwefelsiurezahl 
wird die an kleinsten Substanzmengen ausfiihrbare Spektralreaktion 
mit kalter und heiBer Schwefelsiiure als Mittel zur Unterscheidung 
der beim Abbau von Himin gewonnenen Atioporphyrine angegeben. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich 
fiir die mir gewihrte Unterstiitzung. 


1) Diese Zs. Bd. 181, 8. 163 (1929). 
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Tber einige aus Ergosterin dargestellte Kohlenwasserstofte. 


Von 
.. 
Ottar Rygh. 
Mit 1 Figur im Text. 
(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitatslaboratorium Gottingen 
(Der Redaktion zugegangen am Ou. August 1929.) 


Wenn man eine Pyridinlésung des Ergosterins mit orga- 
nischen Siiurechloriden versetzt, bilden sich die entsprechenden 
Mrgosterinester.’) Anders verhilt sich das Ergosterin gegen- 
iiber Phosphoroxychlorid, zwar bilden sich auch hier geringe 
Mengen von Estern (Ergosterylphosphaten), die Hauptmenge des 
Krgosterins spaltet aber unter diesen Bedingungen Wasser ab 
und geht in einen Kohlenwasserstoff C,,H,, iiber. 

Anders als Ergosterin verhalten sich Dibydro- und Dehydro- 
ergosterin bei der Behandlung mit Phosphoroxychlorid und 
Pyridin. Sie lefern neben klemen Mengen von Phosphorsiure- 
estern hauptsichlich Dihydro- und Dehydroergosterylchlorid; 
ebenso reagiert auch das bestrahlte Ergosterin. 

Der aus Ergosterin entstehende Kohlenwasserstoff schmilzt 
bei 97° und zeigt fir [@], die Drehung + 176°; durch Kochen 
mit Essigsiiureanhydrid geht er leicht in ein Jsomeres iiber, das 
bei 105° schmilzt und fiir [@], den Wert von + 93° besitzt. 
Dieselbe Umwandlung erhalt man auch, wenn man den Kohlen- 
wasserstoff A unter Zusatz von Kosin dem Sonnenlicht aussetzt. 
Kin Peroxyd scheint hierbei, auch bei Anwesenheit von Lutt, 
nicht gebildet zu werden. Leitet man in die Chloroformlésung 
dieser Kohlenwasserstofie Chlorwasserstoff ein, lagern sie leicht 
1 Mol Chlorwasserstoff an und bilden beide dasselbe Hydro- 
chlorid, das in langen, derben Nadeln krystallisiert und bei 
116° schmilzt. Bei der Hydrierung mit Natrium und Alkohol 
') Windaus nu. Rygh, Nachr. Ges. d. Wissenschaften zu Gottingen, 
Math. phys. Klasse, 1928, S. 311. 
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verhalten sich die beiden Kohlenwasserstoffe verschieden. Der 
Kohlenwasserstoff A lagert hierbei 2 Atome Wasserstoff 
an, waihrend der Kohlenwasserstoff B von Natrium und 
Alkohol nicht veraindert wird. Von Natriumithylat werden beide 
Kohlenwasserstoffe bis 100° nicht angegrifien. 

Auch bei der katalytischen Perhydrierung weisen die 
beiden Kohlenwasserstoffe A und B_ Verschiedenheiten auf. 
Wihrend es uns bisher nicht gegliickt ist, den Kohlenwasser- 
stoff A, selbst unter sehr energischen bedingungen, vollstindig 
zu hydrieren, laBt sich der Kohlenwasserstoff B durch 5 stiindige 
katalytische Druckhydrierung in einen gesittigten Kohlenwasser- 
stoff C,,H,, verwandeln. Dieses ,,.Ergostan“ stimmt in seinen 
Kigenschaften mit dem von Reindel und Walter?) iiber das 
Allo-e-Ergostylchlorid dargestellten Allo-g-Ergostan iiberein und 
ist wie dieses mit dem Sitostan nahe verwandt oder identisch. 
Eine ganz sichere Identifizierung libt sich nicht durchfiihren, 
weil sich das Sitostan nicht ganz frei von Beimengungen ge- 
winnen liibt. 

In welcher Weise die Wasserabspaltung aus dem Ergosterin 
vor sich geht, ist noch nicht sichergestellt. Die Annahme, dab 
hierbei eine neue, vierte Doppelbindung gebildet wird, liegt sehr 
nahe. Durch eine (von Friiulein cand. chem. Ilse Gaede durch- 
gefiihrte) Titration mit Benzopersiiure lassen sich zwar bei beiden 
Kohlenwasserstoffen A und B nur drei Doppelbindungen nach- 
weisen, doch verbraucht auch das aus dem Kohlenwasserstoff A 
gebildete Dihydroderivat 3 Mol Benzopersiiure; und der Kohlen- 
wasserstoff B addiert, wie schon erwiihnt, 4 Mol Wasserstoff unter 
Bildung von Allo-@-Ergostan. Es ist also sehr wahrscheinlich, 
daB in den Kohlenwasserstoffen A und B vier Doppelbindungen 
vorhanden sind, von denen die eine mittels Benzopersiure nicht 
nachweisbar ist. Wenn es sich bei den Kohlenwasserstoffen A 
und B um Stoffe mit 4 Doppelbindungen handelt, ist es er- 
winscht, ihre Ultraviolettspektren mit denjenigen des Dehydro- 
ergosterins und seines Bestrahlungsproduktes zu_vergleichen.’) 
Wihrend das Dehydroergosterin sein Absorptionsmaximum bei 
320 mu hat, liegt das Maximum im Falle des Bestrahlungs- 
produktes bei 260 mu. Die zwei neuen Kohlenwasserstoffe A 


1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 460, S. 292 (1928). 
2) Windaus u. Linsert, Liebigs Ann. der Chem. Bd, 485, S. 155, 


(1928). 
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und B von der Formel (,,H,, haben ihr Absorptionsmaximum 
bei 260 mp und geben beide merkwiirdigerweise genau dieselbe 
Kurve (vgl. Figur), Ein Maximum bei 260 mu hat auch das aus 
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Kohlenwasserstoff A mit Natrium und Alkohol gebildete Dehydro- 
derivat C,,H,,.') 
Ergotetraen A. 

Man versetzt unter Umschiitteln vorsichtig 40 ccm reines 
Pyridin (Kahlbaum) mit 2g Phosphoroxychlorid; hierzu fiigt 
man schnell 5g Ergosterin, erhitzt zum Sieden und _ vermischt 
mit einigen Kubikzentimeter Methanol, bis die entstandene Triibung 
verschwindet; dann JaBt man iiber Nacht im Eisschrank stehen; 
der ausgeschiedene Niederschlag wird abgesaugt und bis zum 
Verschwinden des Pyridingeruchs mit Wasser nachgewaschen. 
Nach sorgfaltigem Trocknen im Vakuum wird das Reaktions- 
produkt mit heifem Aceton digeriert; ungelést bleibt ein amorphes 
Pulver, das sich als ein Gemisch von Phosphaten des Ergosterins 
erweist; die Acetonlésung wird eingeengt und scheidet hierbei 
den Kohlenwasserstoff A, das Ergotetraen A, krystallin aus. Aus 
Aceton umkrystallisiert, bildet es weiche, langgestreckte Bliitter 


1) Die Messung der Absorptionsspektren hat Herr Dr. Smakula im 
I. Physikal. Institut der Universitit Géttingen durchgefiihrt. 
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vom Schmelzp. 97°. Die Pyridinmutterlaugen geben beim Fallen 
mit Wasser und Aufarbeiten des Niederschlags noch weitere 
Menzgen kohlenwasserstoif. Die Gesamtausbeuten an reinem 
NKohlenwasserstoff betragen iiber 50°) und erreichen bisweile: 
fast 80 °/.. 

Optische Drehung: 84,0, 42,0 mg Substanz, 2 eem Chloroform, 
l=i1dm, ao = + 3,01°, 4-3,78°, 


16? ~—= 0 


"ip =+ 176", + 177%. 
Analyse der in Hochvakuum bei 60° getrockneten Substanz: 


5,353 mg Substanz gaben 17,420 mg CO,, 5,40 mg H,0O. 
Csi. Ber. C 88,93°/, Ha 1107%, 
Gef. ,, 88,80 ., 11,04 
Das Ergotetraen A ist in Ather, Petroliither und Essigester 
leicht léslich, weniger léslich ist es in Aceton und Alkohol; es 
luBt sich im Hochvakuum unzersetzt destillieren; mit Antimon- 
trichlorid gibt es eine rote, mit Arsentrichlorid eine blaue Fiirbung: 


mit Pikrinsiiure oder Styphninsiure gibt es keine Doppelverbinduung. 


Ergotetraen B. 


Der Kohlenwasserstoff A wird mit der halben Gewichtsmenge 
Kssigsiureanhydrid eine halbe Stunde gekocht. Nach dem Erkalten 
saugt man das abgeschiedene Material ab, wiischt es mit wenig 
Methylalkohol aus und krystallisiert es aus Aceton mehrmals um. 
Es bilden sich hierbei 4—5 cm lange Nadeln, die bei 105° 
schmelzen. Das spezifische Drehungsvermigen fir [@], ist +93”, 
die Substanz zeigt geringe Mutarotation: 

12.4, 25.5 mg Substanz in 2cem Chloroforin, 1 =1 dm, « = + 0,58", 
+ 1,19°. 


[aj oe in + 93,5", 4 


4,842 mz Substanz gaben 15,770 mg CO,, 4,82 mg H,0. 


C.,H, Ber. C 88,93 °%/, H 11,07°/, 
Gef. ,, 88,89 vy Right 


Hydrierung mit Natrium und Alkohol. 


elite cen 


Das Ergotetraen A wurde in der tiblichen Weise mit | 
metallischem Natrium und absolutem Alkohol hydriert. is wurde 
beobachtet, daB die optische Drehung des Reaktionsproduktes i 
allmiihlich niedriger wurde und nach 3 maliger Durchfiihrung der 
Reaktion bei + 121° konstant wurde. Eine von Herrn cand. chem. 
H. Murke mit Natrium und Amylalkohol durchgefiihrte Hydrie- 
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rung lieferte dasselbe Ergebnis. Das aus Alkohol umkrystalli- 
sierte Dihydroderivat bildete Nadeln vom Schmelzp. 98°. 
43,2, 35,5 mg Substanz, 2cem Chloroform, 1 = 1dm, « = + 2,36°, 
+ 2,15". 
[oe], = + 121,7°, + 121,1°. 


3,570 mg Substanz gaben 10,956, 11,590 mg CO,, 3,476, 


CyHy, Ber. C 88,45 °%, H 11,54 9/, 
Gef. ,, 88,61 88,54 » 11,48 11,62 
Das Ergotetraen B blieb selbst nach 5 maliger Behandlung 
mit Natrium und Athylalkohol unangegriffen. Von Natriumithylat 
und Alkohol wurden beide Kohlenwasserstoffe auch nach drei- 
stiindigem Erwirmen nicht veriindert. 


Titrationen. 


Fiir die Titrationen wurde eine Chloroformlésung der Benzo- 
persiure verwendet; auf 5 ccm der Lésung kamen 50 mg Kohlen- 
wasserstofi. Ks wurde nach 4, 18 und 66 Stunden je 1 ccm zur 
Titration entnommen. Als Kontrollsubstanz diente Ergosterin. 
Die angegebenen Zahlen stellen Endwerte dar. 

Es verbrauchten 

10,06 mg Ergosterin 1,258 mg Sauerstoff. 

Ber. fiir 3 Doppelbindungen: 1,262 mg, 
10,58 mg Ergotetraen A: 1,425 mg Sauerstoff. 

Ber. fiir 3 Doppelbindungen: 1,390 mg, 

~ * - : 1,855 mg. 

15,34 mg Ergotetraen B: 2,141 mg Sauerstoff. 

Ber. fiir 3 Doppelbindungen: 2,101 mg, 

~ » 4 - >: 2,695 mg. 
10,24 mg Dihydroergotetraen A: 1,287 mg Sauerstoff. 

Ber. fiir 3 Doppelbindungen: 1,340 mg. 


Katalytische Perhydrierung. 


Als Lésungsmittel bei den Hydrierungen wurde Eisessig ver- 
wendet. Als Katalysatoren dienten Platinmohr nach Willstitter 
und Palladiummohr. Bei den Hydrierungen in der Schiittelente 
wurde festgestellt, daB keine vollkommene Sittigung zu erzielen 
war. Es wurde dann in einem Schiittelautoklaven unter einem 
Wasserstoffdruck von 150 Atmosphiiren gearbeitet. Bei der 
Hydrierung des Ergotetraens A entstand ein immer noch un- 
gesiittigtes, wasserhelles Ol. das bei liingerem Stehen fest wurde, 
sich aber bei Umkrystallisationsversuchen wiederum als Ol abschied. 
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Bessere Resultate gab das Ergotetraen B. Schon bei der 
Hydrierung in der Ente hatte es krystallisierte Produkte gegeben, 
die allerdings noch ungesittigt waren. Als aber 0,5 ¢ in der 
beschriebenen Weise bei 150 Atmosphiiren und 70° 5 Stunden 
mit Platinmohr als Katalysator hydriert wurden, entstand ein 
gesiittigter Kohlenwasserstoff, der sich aus Ather—Methylalkohol 
in perimutterglinzenden Blittchen vom Schmelzp. 82—83° aus- 
schied. Er gab nicht mehr die Liebermann-Burchardsche 
Farbprobe. 

11,1 mg Substanz, 2 ecm Chloroform, 1 = 1 dm, « = + 0,12°. 


190 


[“]p = + 21,6". 

Der schon erwihnte gesittigte Kohlenwasserstoff von Reindel und 
Walter drehte fiir [e]p) bei + 17° und schmolz bei 84—85° Zwei von 
sonstedt dargestellte Sitostane zeigten folgende Konstanten: 

1. [a]p + 20,2°, Schmelzp. 87°, 
2. [alp + 28,5°, Schmelzp. 82—83 °. 

Die vorliegende Untersuchung ist nicht abgeschlossen, ich 
verOffentliche sie trotzdem, weil ich leider nicht in der Lage bin, 
meine Arbeiten in Géttingen fortzusetzen, Herrn Prof. Windaus 
danke ich fiir die mir gewihrte Forderung und fiir vielfache 
Anregungen herzlich. Herrn cand. chem. Hans Butte, der einen 
Teil der Versuche zusammen mit mir durchgefiihrt hat und nun- 
mehr die Arbeit allein fortsetzt, danke ich fiir seine Hilfe. 
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Uber die Beziehungen der Gallensiuren zum Nahrungs- 
cholesterin.’) 
2. Mitteilung.’) 
Von 
Rudolf Hummel. 


Mit S Figuren im Text. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Institutes der Universitit Freiburg Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1929.) 


Im Verlaufe der Untersuchungen iiber die Resorption von 
Sterinen, die nur in kleiner Menge zuginglich waren, machte 
sich der Mangel an einer Methode geltend, die es ermdglichte, 
auch diese K6rper im ‘ierversuch zu priifen. Bilanzversuche 
oder einfache Speicherungsversuche muBten wegen ihrer geriagen 
Empfindlichkeit von vornherein ausscheiden. 

Frihere Untersuchungen von Schénheimer’) und von Lé6ff- 
ler’) zeigten, daB gleichzeitige Fiitterung von Gallensiiuren die 
Resorption des Cholesterins und die Speicherung in der Leber 
bedeutend steigern und es schien aussichtsreich, diese kombi- 
nierte Fiitterung im Hinblick auf unsere Fragestellung weiter zu 
verfolgen. Auf Veranlassung von Herrn Schénheimer wurde 
die Empfindlichkeit dieser Methode mit den verschiedensten 
Gallenséuren*) durchgepriift und dabei einige Ergebnisse gefun- 
den, die auBer dem methodischen auch allgemeines Interesse 
beanspruchen. 

Léffler hatte in der 1. Mitteilung bereits gezeigt, daB sich 
auch nach kurzdauernder Fiitterung von 50 mg Cholesterin in 
Kombination mit Cholsiure oder Desoxycholsiiure eine starke 
anisotrope Verfettung in der Leber nachweisen libt, die einer 


1) Ausgefiihrt mit Mitteln der Notgemeinschaft Deutscher Wissenschaft. 

*) 1. Mitteilung: L6ffler, Diese Zs. Bd. 178, 5. 186 (1928). 

8) Schénheimer, Biochem. Zs. Id. 147, 8S. 258 (1924). 

4) Die Gallensiiuren wurden uns dankenswerter Weise von der Firma 
Riedel A.G. zur Verfiigung gestellt. 
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bedeutenden Cholesterinvermehrung in diesem Organ entspricht. 
Nach 45 Tagen war nach kombinierter Cholesterin—Cholsiure- 
Fiitterung der Cholesteringehalt der Leber auf das 20 fache der 
Norm gestiegen und die Leber zeigte bei der Untersuchung 
unter dem Volarisationsmikroskop das Bild einer hochgradigen 
Speicherung mit anisotropen Fetten. Ohne die gleichzeitige 
Gallensiiure-Fiitterung lieB sich in der gleichen Periode der An- 
stieg hichstens auf das 3—4fache der Norm erzwingen, wobei 
die anisotrope Verfettung nur sehr mibig war. 


I. Fitterungsversuche mit Gallensauren ohne Sterinbeigabe. 


In den Vorversuchen wurden die Gallensiuren ohne Bei- 
mengung von Sterinen gegeben. Die Miuse erhielten tiglich 
20mg der betreffenden Gallensiure mit Brot und etwas Pflanzen- 
margarine.’) Die Pflanzensterine, also auch die in der Margarine 
enthaltenen Sterine, werden nach den Untersuchungen von Schén- 
heimer und Yuasa?) nicht resorbiert. Auch bei Verfiitterung 
in Kombination mit Gallensiuren konnte keinerlei Ablagerung 
beobachtet werden.”) 

Es zeigte sich aber, daB diese langer dauernde Fiitterung 
mit Gallensiiuren allein geniigt, um eine geringe Erhéhung des 
Cholesterins in der Leber zu erzeugen und kleinste Mengen von 
anisotropen Fetten zur Ablagerung zu bringen.*) Cholsaiure erwies 
sich am wirksamsten. Dehydrocholsiiure, die, wie spater gezeigt 
wird, eine Sonderstellung einnimmt, am wenigsten wirksam. Bei 
letzterer wurde auch nach 12 tigiger Fiitterung analytisch keine 
Erhéhung des Cholesterinwertes gefunden, trotzdem sich morpho- 
logisch mit stirkster VergréBerung kleine Ablagerungen nach- 
weisen lieBen. 

Kine groBe Reihe von Analysen hatte ergeben, daB der 
normale Cholesteringehalt der frischen Miiuseleber zwischen 0,45 


und 0,6°°, schwankt. 

1) Margarine .,Tomor“, Fabrik v. d. Bergh, Cleve. 

2) Schénheimer und Yuasa, Diese Zs. Bd. 180, 8. 1 (1929). 

') Wird demniichst gemeinsam mit Schinheimer ver6ffentlicht. 

*) Die systematische Untersuchung hunderter von Miuselebern unseres 
Stalles zeigte, das trotz Milchfiitterung niemals anisotrope Fette auftreten. 
Bei derartigen Untersuchungen mu8 mit sehr starker Lichtquelle und einem 
Abbéschen Beleuchtungsapparat gearbeitet werden. Mit dem gewoéhnlichen 
Polarisationsaufsiitzen kann der feine anisotrope Staub wie etwa bei reiner 
Gallensiiurefiitterung nicht zur Geltung kommen. Als anisotrope Fette wurden 
nur solche ‘T'ropfen bewertet, die das typische schwarze Kreuz zeigen. 
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Tabelle 1. 


Prozentgehalt der Miiuseleber an Cholesterin nach Fiitterung mit Gallensiuren. 








Anzahl der F 
‘lykochol- ¥ Desoxy- ochol- | Dehydro- 
Fiitterungs- Gly kochol Ciclstave ( oxy A poc 101 | ehydro 
ae siure cholsiure siure cholsiure 
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| 13% | 
- 9 0,92 a 0.89 . 
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Die Speicherung pach Gallensiurefiitterung (‘l'abelle 1) hilt 
sich in sehr geringen Grenzen. Sie ist auch bei Cholsiure- 
fiitterung erst nach 4—6 Tagen tberhaupt nachweisbar. Trotz- 
dem muB diese Fehlerquelle bei der kombinierten Fiitterung 
mit beriicksichtigt werden. Der héchste Wert mit Cholsiure 
betrigt 1,74°/,. Wir sind bisher nicht in der Lage, diesen aut- 
fallenden Befund zu deuten. Es kommen folgende Moglichkeiten 
in Betracht: durch die Fiitterung der Gallensiiuren kommt es in 
der Leber zu einer Retention des Cholesterins, das vom Organis- 
mus unter normalen Bedingungen mit der Galle ausgeschieden 
werden soll. Oder ein Teil der Gallensiure wird in der Leber 
in Cholesterin verwandelt. Diese beiden Fragen werden zur 
Zeit weiterverfolet. 

Die Miuse vertrugen die Gallensiiurefiitterung nicht gut, nach 10 bis 
15 Tagen wurden sie meist krank, das Fell wurde struppig, die ‘Ticre 
nahmen dann an Gewicht ab. Kranke Tiere wurden nicht untersucht. Es 
sei hier darauf hingewiesen, da8 eine ganz geringe Beimengung der ver 
schiedenartigsteu Sterine geniigt, um die Tiere monatelang bei voller Ge- 
sundheit zu halten. Ebenso geniigt es, selbst wenn sich die Tiere schon 
in sehr schlechtem Zustande befinden, die Gallensiiure aus der Nahrung 
abzusetzen, damit sich die Tiere bei sonst gleichbleibender Nahrung in 
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wenigen Tagen erholev. Die Annahme, dab es sich um die Wirkung einer 
Verunreinigung handelt, ist wenig wahrscheinlich, da es auch bei Fiitterung 
von Gallensiuren beobachtet wurde, die durch mehr oder weniger tiefgreifende 
chemische Eingriffe aus den natiirlichen Gallensiuren gewonnen wurden 
(Apocholsiiure, Dehydrocholsiure usw.). Auch durch mehrmaliges Umkry- 
stallisieren lieb sich diese Wirkung bei der Cholsiure nicht aufheben. Dem- 
nach scheinen siimtliche Gallensiiuren eine toxische Wirkung zu haben, die 
durch alle Sterine paralysiert werden kann. 


II. Futterungsversuche von verschiedenen Gallensauren in 
Kombination mit Cholesterin. 

Wie bereits Léffler angegeben hat, lassen sich Miuse 
monatelang mit groBen Mengen Gallensiiuren fittern, wenn ihnen 
Cholesterin beigemengt wurde. Léffler fiitterte taglich 50 mg 
Cholesterin, eine Menge, von der schon damals angenommen 
wurde, daB sie nur zum kleinen Teil resorbiert werden wiirde. 
Hs wurde vorerst untersucht, wie gro8 die Menge des mit Chol- 
siure gefiitterten Cholesterins gerade noch zu sein hat, um 
Speicherungen in der Leber zu erzeugen, die deutlich gréBer 
sind, als die durch Cholsdurefiitterung (siehe 1. Kapitel) allein 
bedingte. Es stand die Untersuchung mit dem Polarisator und 
die chemische Analyse zur Verfiigung. Es zeigte sich, daB bereits 
eine 3tiigige Fiitterung mit dreimal einem halben Milligramm 
Cholesterin in Kombination mit 20 mg Cholséure geniigt, um eine 
anisotrope Verfettung zu erzeugen, also zu einer Zeit, in der die 
Cholsiurefiitterung allein noch keine Ausschlige anzeigt. Die 
chemische Analyse konnte hier noch keine Ergebnisse zeitigen, 
weil, selbst wenn daB ganze gefiitterte Cholesterin in der Leber 
deponiert wire, nur ein Anstieg von 1,5mg zu erwarten gewesen 
wire, eine Menge, die noch weit innerhalb der Fehlergrenzen 
unserer Diologischen Methode liegt. Bei Erhéhung der Dosis 
auf 1 oder 2 mg p.d. waren die morphologischen Befunde schon 
sehr betriichtlich, aber erst bei 5 mg p.d. ergaben sich nach 
3 Tagen geniigend groBe analytische Ausschlige. 

Wie bedeutend die Ablagerung ist, geht aus folgendem Versuch her- 
vor: nach 5tigiger Fiitterung von je 5 mg Cholesterin, fanden sich in der 
Leber 12,0 mg bei einem Anfangsgehalt von etwa 3—3,5 mg. Es waren 
also von den gefiitterten 25 mg etwa 10 mg in der Leber abgelagert. Ein 
iihnliches Ergebnis hatte 5 tigige Fiitterung mit je 15mg. In der Leber 


wurden 59 mg bei einem Anfangsgehalt von etwa 4—5 mg gefunden. Es 
waren also von 75 mg gefiittertem Cholesterin etwa 55 mg in der Leber 


abgelagert worden. 
Fir die Entscheidung, ob ein Sterin abgelagert wird, muB 


nach unseren Versuchen verlangt werden, daB in 3 Tagen der 
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Cholesteringehalt der Leber itber 1°/, der Feuchtsubstanz steigt. 
Dieser Wert liegt etwa 40°/, oberhalb der héchsten jemals von 
uns in etwa 100 Analysen gefundenen Normalwerte. 

Aus diesen Daten ergab sich die sehr grobe Emptindlichkeit 
dieser Methode, mit der sich noch mit wenigen Milligrammen die 
Resorption der Sterine verfolgen lieB.") 

Die Untersuchungen der einzelnen zur Verfiigung stehenden 
Gallensiiuren zeigten, daB sie sich in ihrer Wirkung, die Resorption 
und Ablagerung des Cholesterins zu beschleunigen, verschieden 


Tabelle 2. 
Prozentgehalt der Miuseleber an Cholesterin nach Fiitterung von tiiglich je 
20 mg der betretienden Gallensiure und 10 mg Cholesterin. 


(Normaler Cholesteringehalt der Miiuseleber 0,45—0,6 mg). 





Anzahl der | Glykochol- | Cholsiure Desoxy- | Apochol- | Dehydro- 
Fiitterungs-| siiure und | und Chol- |cholsiure u.j siiure und |cholsiure u. 
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, 07 =n , 
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1 Sas j ’ ain ieee anne 
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‘) In der ersten Zeit wurden bei den Gallensiiurefiitterungen die 
Miuse in gréBeren Kiisten zusammengehalten. Wenn einige der Miiuse 
starben, so konnte immer an den anderen Tieren eine betriichtliche aniso- 
trope Verfettung der Leber beobachtet werden, weil die lebendgebliebenen 
das cholesterinreiche Hirn der Toten gefressen hatten. Spiiter wurden alle 
Miuse einzeln gehalten. 
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verhalten (Tab. 2 und Fig. 1). Als tagliche Cholesteringabe wurde 


10 mg gewillt, also eine Menge, die betraichlich oberhalb der ge- 
rade wirksamen Dosis hegt. Der Vergleich wurde so gezogen, daB aus 
griéBeren Versuchsansitzen zu verschiedenen Zeiten Mause getitet 
wurden, und der Cholesteringehalt der Leber analysiert wurde. Zur 
Untersuchung gelangte: Glykocholsiure, Cholsiure, Desoxychol- 
siure, Apocholsiure und Dehydrocholsiiure. Die Gallensiiuren 
wurden unter den beschriebenen Versuchsbedingungen gut ge- 


fressen. Allein die mit Apocholsiiure versetzte Nahrung wurde 


~ 





von den Miiusen verweigert. Ein Zusatz von Rohrzucker geniigte, 
um auch diese Gallensiiure aufnehmen zu lassen. 

Noch wirksamer als Cholsiiure erwies sich Glykocholsaure. 
Desoxycholsiiure war, wie schon Léffler beobachtete, nur etwa 
halb so wirksam. Ebenso wirksam etwa war Apocholsiure. Bei 
der Dehydrocholsiiure waren unter dem Polarisationsapparat auch 
nach 10tigiger Fitterung nur ganz vereinzelt anisotrope Fett- 
tropfen zu finden. Die geringe Zunahme auf etwa 2°/, entspricht 
den Werten, die bei Cholesterinfiitterung auch ohne Gallenséure 
nach so langer Zeit gefunden werden. Die Dehydrocholsaure ist 
demnach in bezug auf die Ablagerungsbefahigung vollig unwirksam. 
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Bemerkenswert erscheint uns der Befund, daB bei den mut 
Dehydrocholsiure gefiitterten Miusen, die nur eine geringe Spei- 
cherung in der Leber aufweisen, in der Blasengalle regelmibig 
betrichtliche Mengen von Cholesterintafeln vorhanden waren. Das 
deutet darauf hin, daB diese Gallensiiure zwar ebenso wie die 
anderen die Resorption durch die Darmwand beschleumgt, aber 
zugleich auch eine Ausscheidung durch die Galle bewirkt. Diese 
Annahme wird durch die folgenden Versuche iiber die Wirkung 
der Gallensiituren aut die bereits mit Cholesterin  gespeicherte 
Miuseleber gestitzt. 


III. Wirkung der Gallensaure 
auf die vorher mit Cholesterin gespeicherte Leber. 

Nachdem mit Hilfe von kombinierter Cholesterin—Gallensiiure- 
fiitterung die Miuseleber hochgradig mit Cholesterin gespeichert 
war, wurde das Choiesterm aus der Nahrung fortgelassen, um zu 
untersuchen, ob die tallensiiuren in der Lage sind, in threr 
Kigenschaft als Cholagoga das im Uberschub in der Leber vor- 
handene Cholesterin mit der Galle auszuschwemmen, oder ob sie 
dus Cholesterin etwa in der Leber retinieren. Die diesbeziiglichen 
Versuche hatten folgendes Ergebnis (Tab. 3 und Fig, 2). 

Nachdem die Lebern durch 12 tagige kombinierte Cholesterin— 
(rallensiurefiitterung intensiv gespeichert worden waren, blieb 
nach Absetzten des Cholesterins aus der Nahrung der Cholesterin- 
gehalt der Leber noch wochenlang konstant etwas aut der Hohe, 
die durch die kombinierte Fiitterung erreicht war (die Werte 
dieser biologischen Methode sind natiirlich betrachtlichen Schwan- 
kungen ausgesetzt). Somit haben die Gallensiuren auber ihrer 
Kigenschaft, das Cholesterin durch beschleunigte Resorption in 
den Koérper hineinzugeleiten und in der Leber zu deponieren, 
auch die Fahigkeit, das einmal deponierte Cholesterin anschei- 
nend beliebig lange Zeit in der Leber festzuhalten. Auch bei 
diesen Versuchen war die chemische Analyse und der Befund 
unter dem Polarisationsmikroskop tibereinstimmend. Noch mebrere 
Wochen nach dem Absetzen der Cholesterinfiitterung zeigten die 
Lebern, wenn Gallensiiuren weitergefiittert werden, das Bild der 
schwersten anisotropen Verfettung. 

Auch in diesen Versuchen zeigte die Dehydrocholsiiure ein 
ginzlich anderes Verhalten: Unter ihrem Einflu&B liBt sich der 
erhéhte Cholesteringehalt der Leber nicht halten. An dem Tage, 
an dem aus der kombinierten Dehydrocholsiiure—Chloresterin- 
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Tabelle 3. 


Nach 12tiigiger, kombinierter Fiitterung der betreffenden Gallensiiure mit 

Cholesterin wird das Cholesterin aus der Nahrung fortgelassen. Die Gallen- 

siure wird weitergefiittert. Die Zahlen geben den Prozentgehalt der Leber 
an Cholesterin an. 
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nahrung das Cholesterin fortgelassen wird, sinkt sofort der etwas 
erhohte Cholesteringehalt der Leber zur Norm, und es finden sich 
sogar bald Werte, die unterhalb der Norm liegen und niemals 
bei normalen Miusen gefunden worden sind. Diese ‘latsachen 
unterstiitzen unsere Vermutung, daB die Dehydrocholsiiure nicht 
nur die Resorption des Cholesterin, sondern auch seine Aus- 
scheidung beschleunigt. Demnach scheint sie die einzige Gallen- 
siure zu sein, die den ,,kleinen Cholesterinkreislau{* (Darm—Leber— 
Galle-Darm) beschleunigt. In der Absicht, solche Substanzen 
aufzutinden, waren urspriinglich von Schénheimer die Gallen- 
siuren tberhaupt zu den Cholesterinfiitterungsversuchen heran- 
gezogen worden. 

DaB die Gallensiuren tatsiichlich das Cholesterin in der 
Leber festhalten, geht aus den folgenden Versuchen hervor, in 
denen nach erfolgter Speicherung durch kombinierte Fiitterung 
mit den verschiedenen Galiensiiuren nach 12 Tagen sowohl die 
Gallensiiuren als auch das Chlolesterin fortgelassen wurde, also 
zur normalen Kost tibergegangen wurde (Tab. 4 und Fig. 3). 

Hier fiel der Cholesteringehalt also sofort ab, um nach einigen 
‘agen die Norm erreicht zu haben. 

Diese Befunde scheinen fiir die Gallensiiure-Therapie Bedeutung zu 
haben. Wegen ihrer cholagogen Wirkung werden sie éfters bei allgemeinen 
und lokalen Stérungen des Cholesterinstoffwechsels (z. B. Gallensteine) an- 
gewandt. Wenn sich die an der Maus erhobenen Befunde auch auf den 
Menschen iibertragen lassen, so wiirde unter ihrem LEinfluB das gesamte 
Cholesterin der Nahrung resorbiert und in der Leber abgelagert werden, 
was unter diesen Bedingungen fiir den Patienten nicht gleichgiiltig sein 
diirfte. Es wiirde unter Umstiuden das Gegenteil von dem erreicht werden, 
was beabsichtigt war. Allein die Dehydrocholsiiure (Decholin) besitzt diese 
Wirkungen nicht und scheint sogar in der Lage zu sein, gestapeltes Chole- 
sterin sehr schnell zur Ausscheidung zu bringen. 

Alle untersuchten Gallensiuren waren befihigt, die Resorption 
des Cholesterins zu beschleunigen. Unsere urspriingliche Ver- 
mutung, daB diese Fahigkeit mit der Bildung von ,,Choleinsiiuren“ 
(Wieland und Sorge!) im Zusammenhang steht, hat sich nicht 
bewahrheitet, weil der gréBte Teil der untersuchten Gallensiiuren 
gar nicht zur Bildung von Choleinsiiuren befihigt ist. Wie weit 
die Lésungsgemeinschaft von Gallensiuren und Cholesterin (Hy- 
drotropie, Neuberg?) eine Rolle spielt, ist bisher nicht niiher 
untersucht worden. 


1) Diese Zs. Bd. 97, S. 1 (1916). 
*) Biochem. Zs. Bd. 76, S. 107 (1916). 
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Tabelle 4. 


Prozentgehalt der Mauseleber an Cholesterin nach 12tagiger, kombinierter 


von Gallensiiuren und Cholesterin. 
beide Stoffe aus der Nahrung fortgelassen. 


Fiitterung 


Nach 12 Tagen werden 
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Zusammenfassung. 


1. Bei fortgesetzter Fiitterung verschiedener Gallensaiuren 
steigt der Cholesteringehalt der Leber um eine geringe Menge. 
Dabei wird das Auftreten von anisotropen Fetttropten beobachtet. 
Die Quelle dieses Cholesterins konnte bisher nicht mit Sicherheit 
aufgedeckt werden. 

2. Gallensiure-Fiitterung fiihrt bei Miusen bei Zufuhr 
von 20 mg p. d. in etwa 20 Tagen zum Tode. Kine Beimengung 
von Sterinen verschiedenster Art wirkt auf die Gallensiuren 
entgiftend. 

3. Mit Hilfe kombinierter Cholesterin—Cholsaure oder Glyko- 
cholsiurefiitterung la8t sich an Miusen mit wenigen Milligrammen 
die Resorption des Cholesterins sicherstellen. Zur optischen Unter- 
suchung (Polarisationsmikroskop) geniigt schon die Fiitterung von 
etwa 1'/, mg, zur chemischen Untersuchung 15—20 mg. 

4. In bezug auf die Fahigkeit, die Resorption des Chole- 
sterins zu beschleunigen und es in der Leber abzulagern, sind 
die Gallensiuren in folgender Reihe wirksam: Glykocholsaure, 
Cholsiure, Desoxycholsiure, Apocholsiiure. Dehydrocholsiure er- 
wies sich als unwirksam. 

5. Alle Gallensiuren mit Ausnahme der Dehydrocholsaure 
haben die Fahigkeit, Cholesterin, das in der Leber zur Ablagerung 
gebracht worden ist, auch ohne dab weiterhin Cholesterin getiittert 
wird, in diesem Organ zurickzuhalten. 
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Uber Sterinresorption, gemessen am Pfortaderblut.”) 
Von 
D. Yuasa. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitit Freiburg i. Br.) 


(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1929.) 


In einer gréBeren Reihe von Untersuchungen gemeinsam mit 
Schénheimer?) iitber die Ausnutzung von Pflanzensterinen durch 
den Tierorganismus wurde wahrscheinlich gemacht, daB die Pflanzen- 
sterine iiberhaupt nicht verwertet werden, sondern den Darm- 
traktus wie Fremdkérper durcheilen. Der exakte Beweis konnte 
aber auch durch die Vielheit der Versuchsanordnungen und die 
Verfeinerung der Methoden noch nicht mit Sicherheit erbracht 
werden, da den Stoffwechsel- und Analysenmethoden Fehlergrenzen 
von wenigen Prozenten anhaften. Kine Verwertung allerkleinster 
Mengen muf daher vorliutig noch mit in Betracht gezogen werden. 
Aus diesem Grunde sind wir bestrebt, die Versuchsanordnungen 
noch weiter zu variieren. Vor allem wollen wir solche Anordnungen 
beriicksichtigen, die sich mit kleinen Sterinmengen ausfiihren 
lassen, damit auch schwerzugiingliche, nur in kleinen Mengen vor- 
handene Sterine in die Untersuchung einbezogen werden kénnen. 

Die Resorption des Cholesterins liBt sich gut in der Ver- 
mehrung des Cholesteringehaltes im Blute der Pfortader verfolgen. 
Das Cholesterin nimmt vom Darm aus seinen Weg in den K6rper 
iiber die Pfortader (Nedwedski*)) und den Ductus thoracicus 
(Mueller‘)) also denselben Weg, wie die Fette. Mit Hilfe dieser 
Versuchsanordnung lief sich sogar nacnweisen, daB das Cholesterin 
wihrend der Resorption teilweise verestert, und daB der resor- 
bierte Ester teilweise gespalten wird (Mueller). Uns standen 


') Zugl. VII. Mitteilung: Uber die Bedeutung der Pflanzensterine fiir 
den tierischen Organismus. 

2) Schénheimer u. Yuasa, Diese Zs. Bd. 180, S. 1 (1929). 

5) Nedwedski, Pfliigers Arch, Bd. 214, S. 337 (1926). 

*) Mueller, Jl. of Biol. Chem. Bd. 22, S. 1 (1916), 
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also zwei Moglichkeiten zur Verfiigung: die Untersuchung 1. des 
Steringehaltes in der Ductuslymphe, 2. die des Pfortaderblutes 
wihrend der Sterinresorption. In den folgenden Versuchen, die 
auf Veranlassung von Herrn Schénheimer ausgefiihrt wurden, 
wurde zuerst wegen der einfachen Versuchsanordnung der zweite 
Weg beschritten.‘) Da wir annahmen, daB Sitosterin nicht re- 
sorbiert wird, erwarteten wir, daB wihrend der Resorption eines 
Q]-Sitosteringemenges keine Erhéhung des Sterinspiegels in der 
Pfortader auftritt. 

In den Vorversuchen stellte sich heraus, daB die Zeit der Hiéhe der 
Fettresorption nach der Fiitterung bei Hunden groBen individuellen Schwan- 
kungen unterliegt. Wir sind zuerst so vorgegangen, daB wir den Hunden 
unter Narkose den Bauch 6ffneten, eine Blutprobe aus der Pfortader ent- 
nahmen und mit der Schlundsonde 50 ccm Olivenél eingaben. Die Bauch- 
wunde wurde mit Klammern provisorisch geschlossen und nach 4, 5, 6, 7 
und 8 Stunden kurz gedffnet. Die Hohe der Fettresorption macht sich durch 
eine weib-gelbliche Injektion der Darm- und Mesenterial-LymphgefiBe 
kenntlich. Wir sammelten bei 5 Hunden Erfahrungen. Die Zeit der Hohe 
der Resorption schwankte von 4—7 Stunden. Infolgedessen sind wir bei 
unseren Versuchen folgendermaBen vorgegangen: 

Das Tier wurde in ganz leichter Narkose laparotomiert, und die Pfort- 
ader punktiert. Gleich nach dem Erwachen werden durch Schlundsonde 
50 cem einer warmen, 5°/, igen Sterinlésung in Olivendl eingegossen. Nach 
4 Stunden wird die Bauchhéhble wieder gedffnet (die Narkose darf nur ganz 
oberflichlich sein, damit die Resorption nicht gestért wird. Das Tier prebt 


Die Resultate der Versuche sind’): 
Tabelle I. 








V or der Fiitterung |Nach der Fiitterung 
Fiitterungsart | Nr.| mg-°/, Cholesterin | mg-°/, Cholesterin | Differenz 
in der Pfordader | in der Pfortader 
1 207 317 + 110 
- 2 187 252 + 65 
vholesterin | 3 164 197 + 33 
4 204 251 + 47 
5 | 275 244 — 3i 
Sitosterin 6 350 318 — 42 
7 281 255 — 36 














1) Versuche mit der Ductus thoracicus-Fistel werden z. Zt. in der hie- 
sigen Abteilung von anderer Seite ausgefiihrt. 

*) Die Versuche zeigen, daB der Cholesteringehalt des Seruins im Hunde- 
blut auch in der Pfortader sehr grofen individuellen Schwankungen unter- 
liegt. Fiir das periphere Blut ist das seit langem bekannt. 
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dabei noch sehr stark!) und die Injektion der LymphgefaBe verfolgt. Zur 
Zeit der Resorptionshéhe wird wieder punktiert. Es wurden vor und nach 
der Fiitterung 15 und 20 ecm Blut entnommen. : 

Aus diesen Versuchen geht eindeutig hervor, daB wiihrend 
der Resorption einer Cholesterin-Ollésung (Nr. 1—4) der Cholesterin- 
gehalt im Pfortaderblut vermehrt ist. Insofern sind unsere Ver- 
suche eine Bestitigung der Angaben von Nedwedski. Die 
Vermehrung ist inkonstant, was wohl damit im Zusammenhang 
steht, daB es nicht méglich ist, immer bei derselben Resorptions- 
héhe zu arbeiten. Dagegen fanden wir bei der Fiitterung von 
Sitosterin, wie wir auch erwarteten, keine Erhéhung, sondern 
sogar eine betrachtliche Verminderung im Cholesteringehalt des 
Pfortaderblutes. Dieser Erscheinung kénnen wir nur folgende 
Erklarung geben: Auf Grund aller unserer Versuche muB ge- 
folgert werden, da kein Sitosterin resorbiert wird. Es ist also 
iir den Erfolg gleichgiiltig, ob dem Ole Sitosterin zugegeben wird 
oder nicht. Bei der Resorption des Oles werden aber gréBere 
Mengen von Verdauungssekreten gebildet, die z. T. auch resorbiert 
werden, das Pfortaderblut verdiinnen und daher den Cholesterin- 
gehalt senken. Wir kinnen diese Ansicht durch Fiitterung reinen 
Oles bestiitigen. Als Ol wurde reines, synthetisches, sterinfreies 
Trioléin (Merck) gefiittert. 


Tabelle II. 





V or der Fiitterung | Nach der Fiitterung 
Fiitterungsart | Nr. | mg-°/, Cholesterin | mg-°/, Cholesterin | Differenz 
in der Pfortader {| in der Pfortader 


Triolein ohne 8 263 234 — 29 
Sterin i) 209 173 — 36 














Auch bei reiner Fiitterung tritt also eine Verminderung des 
Cholesteringehaltes in der Pfortader auf. 


Zusammenfassung. 

Nach Fiitterung von Cholesterin ist der Gehalt der Pfort- 
ader an Cholesterin erheblich erhéht. Nach Fiitterung von Sito- 
sterin ist der Cholesteringehalt vermindert. Diese Verminderung 
beruht auf der erhéhten Resorption von Verdauungssekreten, die 
durch die Resorption des beigegebenen Fettes ausgelést wird. 
Die Versuche unterstiitzen die Annahme, daB Pflanzensterine nicht 
resorbiert werden. 





























Versuch einer Sterinbilanz an der legenden Henne’). 
Von 
Rudolf Schénheimer. 


(Aus der chemischen Abteilung des Pathologischen Instituts der Universitat Freiburg i. Br.) 





(Der Redaktion zugegangen am 2. September 1929.) 


Die Frage der Synthese des Cholesterins im tierischen 
Organismus ist in der letzten Zeit von mehreren Untersuchern 
experimentell behandelt worden. Fast iibereinstimmend wird 
angenommen, da eine solche Synthese stattfinden kann (Thann- 
hauser, Beumer, Sperry u. a). Unbeantwortet ist aber die 
Frage, ob das Tier diese Synthese immer ausfiihrt, oder nur unter 
besonderen Umstiinden auf diese Fiahigkeit zuriickgreift. Bei 
allen Bilanzversuchen wurden von friiheren Untersuchern die 
Sterine der pflanzlichen Nahrung in die Bilanz miteinbezogen, in 
der Annahme, daB sie resorbiert und in das tierische Cholesterin 
umgewandelt werden wiirden. In einer gréBeren Reihe von Versuchen 
mit Yuasa”) stellte sich heraus, daB die Pflanzensterine, vor allem 
das weitverbreitete Sitosterin, wie kérperfremde Stoffe behandelt 
werden, mit denen das Tier nichts anzufangen weib. Eine Ver- 
wertung hiitte nur innerhalb der geringen Fehlergrenzen der 
Methode stattfinden kénnen. Aus den erwihnten Versuchen er- 
gibt sich, daB der Pflanzenfresser sein ganzes Kdérpersterin 
synthetisieren mu8, da ihm in seiner Nahrung kein verwertbares 
Sterin zur Verfiigung steht. Weiter geht daraus hervor, daBb das 
Cholesterin iiberhaupt ein Produkt weitgehender Synthese im Tier- 
kérper ist. Denn auch der Fleischfresser oder Allesfresser, der 
zwar mit seiner Nahrung resorbierbares Cholesterin zu sich nimmt, 
deckt seinen Fleischbedarf letzten Endes vom Pflanzenfresser, der 
sein kérpereigenes Sterin synthetisiert hatte. 

Trotzdem alle unsere Versuche mit Pflanzensterinen zu diesen 
Schliissen fiihrten, haben wir bisher nicht gewagt, die Folgerungen 
so scharf zu formulieren, da wir mit dieser negativen Beweis- 
fiihrung nicht allein auszukommen glaubten. Alle unsere Versuche 
waren an ausgewachsenen Tieren durchgefiihrt worden, die einen 


'!) Zugleich VIII. Mitteilung iiber die Bedeutung der Pftlanzensterine 
fiir den tierischen Organismus. 

Die Arbeit wurde mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft ausgefihrt. 
*) Diese Zs. Bd. 180, S. 1 (1929). 
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sehr ge:ingen Sterinbedarf haben. Es war aber méglich, daB 
etwa wihrend des Wachstums oder der Schwangerschaft der er- 
héhte Bedarf doch zu einer gewissen Ausniitzung der Pflanzen- 
sterine fiihren konnte. Es muBte erst der positive Beweis erbracht 
werden, dab trotz groBen Angebotes von Pflanzensterinen auch 
im Wachstum oder in der Schwangerschaft die Neubildung unter 
Verweigerung des pflanzlichen Nabrungssterines mit einer Synthese 
des dazu notwendigen Cholesterins einhergeht. 

Wir glauben, durch die rachfolgenden Versuche an der 
legenden Henne den schliissigen Beweis erbracht zu haben. Ein 
Hiihnerei enthilt je nach Rasse 200—350 mg Cholesterin. Schon 
ein rechnerischer Uberschlag ergab, daB ein gutes Legehuhn, das 
fast tiglich ein Ei legt, bei reiner Pflanzennahrung, selbst wenn 
es alle Sterine resorbieren wiirde, kaum seinen gewaltigen 
Sterinbedarf aus der Nahrung decken kann. Die Bilanzversuche 
ergaben, dab in den Exkrementen der Tiere innerhalb der Fehler- 
grenze der etwas komplizierten Versuchsanordnung eine der ge- 
fiitterten Sterinmenge entsprechende ausgeschieden wurde, und 
daB die betriichtliche Menge Cholesterin, die auBerdem den Eiern 
mitgegeben wurde, von der Henne synthetisiert war. Wir haben 
darauf verzichtet, die Identitit des Kotsterins mit dem Sterin 
der Nahrung festzustellen, weil dies bereits am Kaninchen!) end- 
giiltig geschehen war. 

Versuchsteil. 

In den Versuch kamen 3 erprobte italienische Legehennen. 
Die Tiere legten bei ihrer pflanzlichen Nahrung (Hafer und ge- 
quollene Kleie) wéchentlich etwa 10—15 Kier. Trotzdem sich 
die Versuche iiber fast 1 Jahr erstreckten, konnten nur 2 einwand- 
freie Bilanzen verwertet werden. Das legende Huhn ist ein auBer- 
ordentlich empfindliches Tier, das unter unseren Bedingungen 
bei der geringsten Anderung im Kiifig auf kiirzere oder langere 
Zeit das Legegeschiift einstellt. In einem Stoffwechselkifig — 
auch wenn er noch so geriumig ist —- ist es nicht méglich, eine 
lingere Legeperiode als 5—6 Wochen zu erzielen. Der Versuch 
muB sofort abgebrochen werden, sobald man beobachtet, daB die 
Zahl der gelegten Eier abnimmt. Wir verfiigen tiber 12 Lege- 
perioden, die ungeeignet waren, weil die Tiere zu friih aufhorten. 
2 Perioden waren einwandfrei, nachdem wir dem Kifig sehr groBe 
Ausmabe gegeben hatten, damit die Tiere sich Bewegung ver- 
schaffen konnten. 


1) Diese Zs., Bd. 180, S. 32 (1929). 
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Der Zwinger mab 2 x 31m. Er war mit einem herausziehbaren Blech 
unterlegt, das sich nach der Mitte hin etwas senkte, so dab von den Ex- 
krementen nichts verloren gehen konnte. Es war an den 4 Seiten 5 cm 
nach oben umgebogen. (uer durch den Zwinger wurde eine Stange in 
1 m Hohe gelegt, auf der die Hiihner meist saben. Ohne diese Stange 
waren sie nicht zum Legen zu veranlassen. In einer Ecke des Zwingers 
befand sich ein Holzkasten von 40 x 50 em, der mit stark zusammen- 
gewickelter Holzwolle belegt war. In diesen Kasten legten die Hennen 
ihre Eier. Die Nahrung wurde in blechernen Tépien mit kleinen Léchern 
gereicht, durch die die Tiere Kérner und Kleie entnehmen konnten, ohne 
davon etwas im Kiifig zu verstreuen. Von der Nahrung wurde nur so viel 
gegeben, daB die Tiere ihre Tagesportion restlos aufzehrten. Dabei muB8 
Uberfiitterung peinlich vermieden werden. 

Zur Reinigung wurde das Blech zu der Ecke mit dem AusguB hin 
geneigt und der Kot vorsichtig mit Spaten und Biirste in ein gréBeres 
GefaS iiberfiihrt. Der letzte Rest wurde mit Wasser in ein anderes Gefib 
iiberfiihrt. Das Wasser wurde abgedampft und der Riickstand zur Haupt- 
menge gegeben, die im warmen Luftstrom getrocknet wurde. Nach guter 
Durchmischung wurden an kleineren Mengen Analysen durchgefiibrt. 

Voraussetzung fiir die Versuche war die Ausarbeitung einer 
einwandireien Methode zur Bestimmung der Sterine in Pflanzen. 
In einer friiheren Mitteilung!) wurde darauf hingewiesen, dab 
man bisher nicht in der Lage war, solche Analysen auszutfiihren, 
well alle bekannten Extraktionsmethoden bei Pilanzen versagten. 
Nach langeren Versuchen erwies sich folgende Methode zur Be- 
stimmung der Gesamtsterine als einwandfrei. 

Das gut zerkleinerte Material?) wird mit 20°), HCl 
6 Stunden hydrolisiert. Das Hydrolysat liBt sich trotz starker 
Melaninbildung leicht mit Ather ausschiitteln. Dreimalige Aus- 
schiittelung geniigt, um auch die letzten Reste i‘therlislicher 
Substanz zu entfernen. Der Ather wird zweimal mit 10°/,iger 
Kalilauge und danach bis zur Neutralitit mit Wasser gewaschen 
und der Atherriickstand mit Natriumiithylat nach der bekannten 
Methode mit Digitonin gefillt. Die Verarbeitung der Exkremente 
geschieht analog. 

Ks war aus iuBeren Griinden unméglich, wahrend der ganzen 
Periode die Faces zu analysieren. Die Tiere hiitten das 6ftere 
peinliche Reinigen des Kiafigs, wie es fiir die Analyse notwendig 
ist, mit dem Einsteilen des Legens beantwortet. Wir haben daher 
wahrend des ersten Monates nur Kier und Nahrung analysiert 





1) Diese Zs. Bd. 180, S. 25 (1929). 

*) Die Menge kann nicht angegeben werden, da sie sich nach dem 
Steringehalt der betreffenden Pflanzen richtet. Von Kérnern nahmen wir 
20—30 g. 
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(Vorperiode) und nur die Exkremente der letzten 8 bzw. 14 Tage 
verwertet (Hauptperiode). 

Es war von vornherein ausgeschlossen, daB wir vollig ver- 
lustlos arbeiten kénnten. Was Kier und Nahrung anbetrifft, so 
kinnen wir Verluste sicher ausschlieben. Die Verarbeitung de: 
Exkremente schlieBt aber kleinere unvermeidbare Fehler wegen 
der groBen Ausdehnung des Zwingers in sich. 


1, Versuch. 


Vorperiode 30 Tage. 41 Kier. 





Gesamtsterin in der Nahrung . .... . . . 13,24¢ 
Cholesterin in den 41 Eiern. . . . . . . . . 13,94¢ 
Ditterenz —0,50 ¢ 


Ks wurden also 0,50 g Sterin in den Kiern mehr ausgeschieden, 
als in der Nahrung enthalten war. 


Hauptperiode 8 Tage. 12 Lier. 


Ae 8 erm aC 


Gesaintsterin in der Nahrung 3,021 g 
Gehalt des Kotes an Sterin . : 2,813 ¢ 
Difierenz 0,218 g 


Gehalt der 12 Eier an Sterin 4,276 ¢ 

Ks wurden also 93,12°/, der eingenommenen Sterine in den 
Fiices wiedergefunden; die in den Hiern enthaltene Sterinmenge 
von iiber 4g ist also synthetisiert worden. 


2. Versuch. 


“orperiode 23 Tage. ler, 
Vor] je 28 Tage. 40 Hier 


Gesamtsterin der Nahrung .. .« ie 
Cholesterin in den 40 Eiern. | . , . 12,452 


Ditterenz 1,35 g 


Hauptperiode 14 Tage. 20 Eier. 
(yesamtsterin in der Nahrung 
Gehalt des Kotes an Sterin . 


5,234 g 
. . « » 4,653 g 
Ditterenz 0,581 ¢ 
Gehalt der 20 Eier an Sterin 7,132 g. 
Das Ergebnis dieses Versuches ist dasselbe wie das vorher- 
In der Vorperiode wurde allein in den Eiern 1,35 g 





gehende. 


mehr Cholesterin abgegeben als mit der Nahrung aufgenommen 
war. In der Hauptperiode zeigte sich, da8 das Nahrungssterin 
mit etwa 10°/, Verlust in den Fiices wiedergefunden wurde und 
da8 das Sterin der gelegten Kier nicht durch die Nahrung ge- 
deckt, sondern trotz des reichlichen Angebotes mit der 
Nahrung synthetisiert worden war. 

















Zur Kenntnis der Spezifitat tierischer Phosphatase. 
Von 
Claes Hommerberg. 


Mit > Figuren im Text. 


(Aus dem biochemischen Institut der Universitat Stockholm. 


) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. September 192%.) 


Die hydrolytische Spaltung der Phospborsiureester vou 
Hexosen durch Phosphatase wurde zuerst von Harden und 
Young?) am beispiel des Hexosediphosphorsiiureesters beschrieben, 
welcher durch ein Enzym der Hefe angegriffen wird. Was die 
Phosphorsiureester anderer Alkohole und Alkoholderivate 
betrifit, so fanden Neuberg und Karczag?) in einer lebenden 
Hefe ein Knzym, das auf Glycerinphosphorsiiure eine stark 
spaltende Wirkung ausiibt. Bald darauf wurde die enzymatische 
Spaltung von organischen Phosphorsiureestern durch Extrakte 
tierischer Organe von Euler und Funke’®) festgelegt. Grosser 
und Husler*) zeigten, daB aus Darmschleimhaut und Nieren- 
zellen ein Glycerophosphat spaltendes Enzym erhalten werden 
kann. Plimmer’) hat mehrere Organextrakte auf ihre Phos- 
phatasewirkung auf Glycerophosphat untersucht, und spiter hat 
Forrai‘) niher die Einwirkung der Phosphatase verschiedener 
menschlicher Organe auf Hexosediphosphat studiert. 

Die ersten beweisenden Versuche iiber die Spaltung der 
Hexosemonophosphate verdankt man Harden und Robison”%, 
die von Robison und Mitarbeitern’) fortgesetzt wurden. Ta- 

') Harden u. Young, Proe. Roy. Soc. Bd. 82, S. 321 (1910). 

*) Neuberg u. Karczag, Biochem. Zs. Bd. 36, S. 60 (1911). 

*) Euler u. Funke, Diese Zs. Bd. 77, S. 488 (1912). 

‘) Grosser u. Husler, Biochem. Zs. Bd. 39, S. 1 (1912). 

5} Plimmer,. Biochem. Jl. Bd. 7, 8. 43 (1913). 

®) Forrai, Biochem. Zs. Bd. 144, 5. 149 (1924). 

7) Harden u. Robison, Biochem. Jl. Bd. 16, 5. 809 (1922). 
*) Kay u. Robison, Biochem. J!. Bd. 18, 5. 750 (1924). 
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kahashi') zeigte, daB Knochenextrakt Hydrolyse bewirkt und 
Kichholz*) hat ihre Spaltung durch Nierenzellen studiert. 

Gsenaue Untersuchungen tiber die Spaltung von Glycero- 
phospat durch Nierenphosphatase (von Kuler*) entdeckt) sind von 
H. D. Kay*) angestellt worden. Von ganz besonderem Interesse 
sind auf diesem Gebiet die Untersuchungen, durch welche Robison 
und Mitarbeiter®) einerseits die Wirkungen eines Enzyms auf 
sein Monophosphat nachgewiesen und anderseits gezeigt hat, dab 
in Knochen eine sehr wirksame Phosphatase enthalten ist. 

kK. Akasawa®) hat die Verhiltnisse der Nieren und Knochen- 
phosphatase bei verschiedenen p,, eingehend studiert und auch 
hier bei variierten Substratkonzentrationen eine Verinderlichkeit 
der optimalen Aciditéit gefunden. Die Aktivierung der pflanz- 
lichen Phosphatasen wurde von Inouye’) und die der Nieren- 
phosphatase von Erdtman’‘) beschrieben. 

Die Hauptprobleme auf dem Gebiet der tierischen Phos- 
phatasen gelten einerseits der Reinigung und Anreicherung 
und anderseits der Spezifitat. 

Um exakte Messungen durchfiihren zu kénnen, muB man im 
Besitz méglichst kriftiger Knzymlésungen sein, weil sonst die 
Korrektionen die Genauigkeit zu betrichtlich beeinflussen. 

Die hier besonders in Betracht kommende Spezifitat beriick- 
sichtigt die Spaltung von Hexosediphosphat, Hexosemonophosphat 
und Glycerophosphat. Wenn die beiden erstgenannten Ester in 
der gleichen Weise von Extrakten verschiedener, tierischer Organe 
gespalten werden, so darf man wohl annehmen, daB keine spezi- 
tischen Phosphatasen bestehen, sondern daB der Zerfall von 
Hexosediphosphat im tierischen Organismus in beiden Stufen von 
demselben Knzym katalysiert wird. Bei den vorliegenden Unter- 
suchungen sind Phosphatase aus Nieren und Epipbysen verwandt 
worden, und anBer den obengenannten Kstern ist auch Glycero- 
phosphat als Substrat angewandt worden. 


') Takahashi, Biochem. Zs. Bd. 146, S. 161 (1924). 

*) Eiechholz, Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 111, S. 73 (1926). 

5) Euler, Diese Zs. Bd. 79, 8. 375 (1912). 

‘) H. D. Kay, Biochem. Jl. Bd. 20, S. 791 (1926). 

°) Robison, Biochem. Jl. Bd. 17, S. 286 (1923). — Martland und 
Robison, Biochem. Jl. Bd. 21, S. 665 (1927). — Robison u. Soames, 
Biochem. J]. Bd. 18, 8S. 740 (1924). 

*) Akasawa, The Jl. of Biochem. Tokyo Bd. 10, Nr. 1, S. 157 (1928). 

‘) Inouye, Ebenda Bd. 10, Nr. 1, 8S. 133 (1928); Nr. 3, S. 395 (1929). 

‘) Erdtman, Diese Zs. Bd. 172, S. 132 (1927); Bd. 177, S. 211, 231 (1928). 

















Zur Kenntnis der Spezifitiit tierischer Phosphatase. 


I. Versuchsmaterial und Methodik. 
1. Substrate. 


Die in der vorliegenden Abhandlung behandelten Phosphor- 
siureester sind die Natriumsalze von 

a. Glycerinphosphorsiiure, CH,OH —CHOH—CH,PO,H,,. 

b. Hexosemonophosphorsiiure, C,H, ,O;—PO,H,,. 

c. Hexosediphosphorsiure, C,H,,O,—(?0,H.),. 


a. 
Das Natriumsalz der Glycerinphosphorsiure, ‘lycero- 
phosphat. Durch Auflisung in dest. Wasser von Mercks 
Glycerophosphat (krystallisiert) wurde die Substratlésung direkt 
erhalten. Um den exakten Phosphorsiiuregehalt der Liésungen 
festzustellen, wurden 10 ccm der Loésungen in Mikro-Kjeldahl- 
kolben eingedampft und nachher mit konzentrierter Salpetersiure 
und Mercks Perhydrol verbrannt. Der Riickstand von Na- 
Phosphat wurde durch Embdens Strychnin—Molybdatmethode 
bestimmt. Bei den vorgenommenen Priifungen der Substrat- 
lésungen zeigte es sich, daB innerhalb der bei den Versuchen 
verwendeten Konzentrationen keine Korrektion fiir freies Na- 
Phosphat eingefiihrt werden mubBte. 


b. 


Das Natriumsalz der Hexosemonophosphorsiiure nach Robi- 
son’), wird hier der Kiirze wegen Monophosphat genannt. Weil 
das als Substrat benutzte Na-Salz wenig stabil ist, wurde das 
Ba-Salz hergestellt, das liingere Zeit im Vakuumexsiccator autf- 
bewahrt werden kann, und vor dem Anfang jeder Versuchsserie 
wurde es durch Uberfiihrung mit Glaubersalz in die Na-Ver- 
bindung umgesetzt. 

Das Ba-Salz wurde nach den Vorschriften von Kuler, Myr- 
back und Runehjelm* aus Glucose, KH,PO,, Na,HPO, und 
Stockholmer Unterhefe hergestellt, mit der Moditikation, daB die 
Bebandlung mit Bleiacetat und Schwefelwasserstoff durch frak- 
tionierte Ausfallung mit Alkohol ersetzt wurde. Das nach dieser 
Methode hergestellte Ba-Salz zeigte eine Drehung von (a), = 
+6,5° Bei der Analyse (Ba und P) wurde gute Ubereinstim- 


’) Robison, Biochem. Jl. Bd. 16, S. 809 (1922). 
*) Euler, Myrback u. Runehjelm, Vet. Akad. Arkiv f. Kemi Bd. 9, 
Nr. 49 (1928). 
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mung mit der Formel des Monophosphates gefunden, aber das 
Natriumsalz muBte wegen der geringeren Bestandigkeit fiir 
freies Na-Phosphat korrigiert werden. 


Cc. 


Das Na-Salz der Hexosediphosphorsiure, Na-Zymophosphat. 
Ba-Salz von der Hexosediphosphorsiiure, das bei der Herstellung 
von Monophosphat abgeschieden wurde, wurde nach Robison 
(a. a. O.) gereinigt und wurde sogleich in Na-Salz iibergefiihrt. Wie 
beim Monophosphat muBte fiir freies Na-Phosphat  korrigiert 
werden. 


2. Enzymmaterial. 


Das bei diesen Untersuchungen verwandte Enzymmaterial 
ist aus Nieren und aus Knochen gewonnen worden. 


i‘ 

Nierenphosphatase. Nach Erdtman}) hergestelltes 

Trockenpriparat wurde in 24 Stunden mit stark verdiinnter Am- 

moniaklésung (p,, etwa 9) geschiittelt. In vorkommenden Fallen 

wurde die Elution gegen destilliertes Wasser und gegen Citrat 
(nach Serensen, p,, = 5,9) dialysiert. 


h, 


Knochenphosphatase. Kknochenphosphatase aus Ober- 
schenkelepiphyse von Kaninchen, Meerschweinchen, Kalb 
und Schwein wurde durch Autolyse in Wasserlésung erzeugt 
und Reinigungsversuche wurden vorgenommen. 

1. Kaninchen. Nach Robison’) wurde zerquetschte Ober- 
schenkelepiphyse, die mit Toluol versetzt wurde, in der zehn- 
fachen tewichtsmenge Wasser von 0° 24 Stunden autolysiert. 
2cem von dem Autolysat wurden (nach Filtration) zu 20 ccm 
0,001-molarer Glycerophosphatlésung gesetzt. Mit 0,02-normaler 
NaOH + H,SO, wurde p, auf 8,8 eingestellt. Temperatur 37° 
Nach 1,8 Stunde wurde eine Spaltung von 50°/, erreicht. 

Nach Robison®*) wurde aus dem Autolysat Trockenpraparat 
hergestellt. Das Autolysat wurde mit 200 ccm Alkohol und 


1) Erdtman, Diese Zs. Bd. 172, 8. 182 (1927). 
2) Robison, Biochem. Jl. Bd. 16, 8S. 809 (1922). 
5) Robison, Biochem. Jl. Bd. 23, S. 238 (1929). 

















4: NCAR mero» 


Zur Kenntnis der Spezifitat tierischer Phosphatase. 127 


300 com Ather pro 100 ccm Wasserlisung behandelt, und da- 
durch wurde die Hauptmenge Enzym ausgefallt. Der Nieder- 
schlag wurde mit Ather getrocknet und nachher mit ammonia- 
kalischer Wasserlésung (p,, = 9) ausgeschiittelt. Wenn 1 g von 
diesem Trockenpraparat zu 200 ccm Elution gelést war, zeigte 
die Lésung (nach Filtration) ein Trockengewicht von 2,5 mg/ccm. 
pei Priitung mit der Embdenschen Strychnin—Molybdatmethode 
wurde ein Niederschlag von etwa 6 mg/ccm erhalten. Dieser 
Niederschlag enthalt Na-Phosphat, Eiweibstoffe usw. 

2. Meerschweinchen. Nach Robison’) aus Oberschenkel- 
und Oberarmknochen hergestelltes Autolysat zeigte etwa dieselbe 
Etiektivitiit wie entsprechendes Extrakt aus Oberschenkelknochen 
von Kaninchen. 

3. Kalb. Nach derselben Methode wurde versucht, Phos- 
phatase aus zerquetschten Oberschenkelepiphysen von 3 Monaten 
alten Kilbern zu extrahieren. Nur bei sehr konzentriertem Auto- 
lysat konnten gute Phosphatasewirkungen beobachtet werden. 
Versuche, gréBere Mengen T'rockenpriparat herzustellen, konnten 
nicht ausgefiihrt werden, weil eine zu geringe Ausbeute bei der 
Alkoholfallung erhalten wurde. 

4. Schwein. Extrahierung wie bei den iibrigen Versuchs- 
tieren. Kin wenig kriftigere Enzymlésung als beim Kialbchen 
wurde erhalten. Trockenpriparate wurden auch in geringeren 
Mengen durch Aussalzen in alkoholischer Lésung bei 60° und 
darauf folgende Athertrocknung hergestellt. Zu praktischen 
Zwecken geniigend kriftiges Trockenpraparat wurde nicht gewonnen. 


C. 


Die kraftigste Phosphatasewirkung wurde durch Autolysat 
von den Oberschenkelepiphysen aus jungen Kaninchen erhalten. 
Der Reaktionsverlauf kann unter den in b: 1. genannten Konzen- 
trationsverhiltnissen durch die Tabelle a und b, welche Parallel- 
serien sind, ausgedriickt werden. Tabelle c zeigt die Spaltung 
bei folgenden Konzentrationen: 

15 ecm 0,001-m Glycerophosphat. 

10 cem Boratpuffer (Serensen, py = 9,2). 
15 cem Enzymlisung. 

10 cem destilliertes Wasser. 





) A. a. O. 
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Zeit Fillung Zeit Fallung Zeit Fallung 
Stunden mg Stunden mg Stunden mg 
0,25 4,3 0,25 4,7 0 8.5 
0,75 7,8 0,75 8,4 0,5 25,2 
1,5 13,0 1.5 12,8 1,0 34,9 
6,0 30,8 6,0 28,4 1,5 44,2 
aD (35,0) x (35,0) 0 44,5 
Lt (45,5) 








Die Spaltung ist aus den entnommenen Proben in mg 
Embden-fiillung ausgedriickt. 

Bei a) und b) 50°/, Sp. nach 1,8 Stunden (vgl. b 1). 

Bei ¢) 50°/, Sp. nach 0,5 Stunden und 90°/, Sp. nach 1,5 Stunden. 

Bei Verwendung von Autolysat aus Schweinsknochen konnte 
bei optimalen Versuchsbedingungen nur eine Glycerophosphat- 
spaltung von 30°/, erreicht werden, und zwar nach 9 Stunden. 
Das Autolysat aus Kalbsknochen zeigte noch kleinere Effektivitit. 

Weil die Knochenphosphatase, die aus den Oberschenkel- 
epiphysen von jungen Kaninchen erzeugt wird, sich am einfachsten 
und billigsten in der Herstellung gezeigt hat, sind bei den Serien- 
versuchen solche Extrakte verwandt worden. 

Nach der Tabelle c¢ berechnete Phosphatasefahigkeit fiir die 
Spaltung in der ersten Stunde der Hydrolyse liegt 24°/, héher 
wie die der Nierenphosphatase aus ‘Trockenpraiparat bei einer 
unter denselben Bedingungen durchgefiihrten Spaltung. 


3. Methodik. 


Die Phosphatbestimmungen sind nach der Strychninmolybdat- 
methode von KEmbden!) ausgefiihrt worden. Bei der Berechnung 
von den Reaktionskonstanten ist der Strychninmolybdatnieder- 
schlag in Milligramm auf der Ordinate der Spaltungskurve ab- 
gesetzt worden, und die Abszisse bezeichnet die Zeit in Stunden. 
Durch Einfiihrung von dem theoretischen Maximiwert auf der 
Ordinate hat man die Zeit fiir eine Spaltung von 50°/, am 
Schnittpunkt der Kurve und einer am halben Maximiwert ge- 
zeichneten Abszisse ablesen kénnen. 


') Embden, Diese Zs. Bd, 113, S. 108 (1921). 
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Durch Einfiihrung dieser ,Halbierungszeit“ ¢ in der Formel 


Log 2 
baa 
t 





findet man eine Konstante, die ,Halbierungskonstante~, die eine 
Gleichung zwischen verschiedene Effektivititen erlaubt. In vor- 
kommenden Fallen ist Phos-f entsprechend der allgemeinen Formel ') 
fiir z/f: 
a keg Subetrat 
g Enzym 
berechnet worden. 

Weil die Embdenschen Reagenzien einen UberschuB an 
Salpetersiure enthalten, werden die in der Enzymlésung ein- 
gehenden Eiweibstofte auch gefiillt, und deshalb muB fiir jede 
Enzymlisung eine Korrektion eingefiihrt werden. Nierenphos- 
phatase, die dialysiert ist, erfordert kleinere Korrektion als un- 
dialysierte, von derselben urspriinglichen Konzentration. 

Die Dialysen sind in Kollodiumschliuchen von etwa 70 ccm 
ausgefiihrt worden. Die AuBentfliissigkeit ist in den ersten Stunden 
flieBendes Wasser von der Wasserleitung gewesen, und nachher 
waren die Kollodiumschliuche 48 Stunden in 10 Liter Kiswasser, 
das alle 12 Stunden erneuert wurde, eingetaucht. 

Die Hydrolysen haben in Kolben von 100 ccm, in einem 
Wasserbad stattgefunden. Uber die Fliissigkeitsoberfliiche in den 
Kélbchen hat sich stets eine Schicht von Toluol befunden, um 
Bakterieninfektion zu vermeiden. Die herausgenommenen Probier- 
lésungen wurden nach der Fallung in Gooch-Tiegel filtriert, und 
vor der Wigung wurden die Tiegel etwa 12 Stunden bei 105° 
getrocknet. 


II. Allgemeines zur Kinetik. 
I. 


Borathemmung. Durch das Freiwerden von Phosphor- 
siure steigt die Wasserstoffionkonzentration wihrend der Hydrolyse, 
und weil die Optima der Phosphatasewirkungen fiir Phosphatase 
aus tierischen Organen bei p,,-Werten von etwa 9 liegen, mub p,, 
auf diesen Wert eingestellt werden. Dies geschieht durch Puffer, 
und bei samtlichen Versuchen sind Boratlésungen nach Serensen 
angewandt worden. Bei der Hydrolyse von Glycerophosphat hat 





') Euler u. Josephson, Chem. Ber. Bd. 56, 8. 749 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXV, 9 
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aber die Borsiure eine hemmende Einwirkung, wie Erdtman}) 
und andere gezeigt haben. Um einen Vergleich zwischen Kata- 
lyse durch Nieren- und Knochenphosphatase in Boratpuffern 
durchfiihren zu k6nnen, mub bestiitigt werden, daB die Borat- 
hemmung dieselbe Wirkung bei obengenannten Enzymlésungen 
hat. Zu diesem Zwecke wurden vier Reaktionsmischungen in der 
Weise zusammengesetzt, daB in b) und d) p,, durch Boratlésung 
konstant gehalten wurde, und in a) und c) dieselbe Wasserstoff- 
ionkonzentration durch Eimfiihrung von NaOH erreicht wurde. 
In a) und b) war die Enzymlésung Nierenextrakt, und in c) und 
d) Knochenextrakt. Temperatur 37°. 





Nierenextrakt Knochenextrakt 
NaOH Borat Diff. NaQH Borat Diff. Zeit 
a b a—b ro d e—d la 
my mg ing mg mg mg Stunden 
42.6 32,8 +9,8 26,5 | 16,6 oo | 8 
| j 
426 | 42, 0 31,8 | 22,2 +9,6 6 
43.0 | 48,6 —0,6 35,6 | 28,3 +1,8 9 
43.2 44,5 me $58 | 371 | —1,8 24 
(45) (45) -- (45) | (45) —~ D 





Wie aus der Tabelle ersichtlich, ist bei Nieren- und Knochen- 
extrakt dieselbe Tendenz vorhanden: nur am Anfang der Spal- 
tung hat die Borathemmung eine Kinwirkung. 


IJ. 


Hemmungen durch die Spaltungsprodukte. Schon von 
Harden und Young (a. a. O.) wurde gezeigt, daB freies Phosphat 
Hemmungswirkungen ausiibt. Auch bei sehr kleinen Phosphat- 
konzentrationen wird die Glycerophosphatspaltung gehemmt. Wenn 
eine mit der Substratlésung iiquivalenten Menge von Na,HPOQ, 
in die Reaktionsmischung eingefiihrt wurde, konnte keine Spal- 
tung durch Nierenphosphatase beobachtet werden. 

Glycerin in einer mit der Substratlésung fiquivalenten Menge 
zugesetzt hat eine schwach hemmende Einwirkung. 

Bei den Versuchen wurden die folgenden Konzentrationen 


benutzt: 


'! Erdtman, Diese Zs. Bd. 172, S. 182 (1927). 
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Mit Glycerinzusatz: Ohne Glycerinzusatz: 
7,5 cem 0,01-m Glycerophosphat, 7,5 eem Glycerophosphat, 
10 cem Boratpuffer, 10 cem Boratpuffer, 
5 ecm Enzymlésung, 5 ecem Enzymlésung, 
15 eem Aq. dest., 22.5 cem Aq. dest. 


7,5 eem 0,01-m Glycerin. om 
Ausbeute, in Milligramm Strychnin—Molybdatniederschlag aus- 
cedriickt. 











Mit Glycerin | Ohne Glycerin Zeit 
mg mg Stunden 
48,5 55,1 
64,2 67,9 6 
42,8 78,7 9 
(84) (84) i f 
III. 


Wasserstoffionkonzentration. Die durch das Freiwerden 
von Phosphat durch die Glycerophosphatspaltung entstehenden 
Hemmungserscheinungen kénnen teilweise durch die Schwierigkeit, 
p,, Konstant zu halten, erklirt werden; denn wenn p,, durch die 
Vermehrung von freier Phosphorsiiure in der Reaktionsmischung 
sinkt, werden die optimalen Versuchsbedingungen verlassen. Da 
bei simtlichen Versuchen Boratpufier angewandt wurden, konnte 
p,, zwar bei etwa dem urspriinglichen Wert gehalten werden, 
aber in den angewandten Konzentrationen wurde doch eine ge- 
wisse Steigerung der Aziditiit beobachtet. 





Nach 24 Stunden sinkt 


Anfangs-py _ bis Pr 
9,1 8,2 
8,9 8,1 
8,8 8,0 
8.5 ye 





Substrat: 0,005-m Glycerophosphat; Enzym: Nierenphosphatase. 

Spaltungen von Glycerophosphat wurden bei p,,- Werten unter- 
halb den optimalen vorgenommen. Die Menge frei gemachtes 
Phosphat wurde in Milligramm Strychnin—Molybdatniederschlag 
gemessen. Theoret. Max. = 84 mg. In der Figur bezeichnen die 
Buchstaben Spaltungskurven mit einem Anfangs-p,, von 


G * 
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Wie aus den Kurven ersichtlich, hemmt (verzégert) p,, unter- 
halb Optimum die Reaktion, aber die Spaltung setzt doch bis 
zu dem durch die Substrat- und Enzymkonzentrationen he- 
stimmten Maximipunkt fort. 

















IV. 


Knzymkonzentration und Phos-f. Bei variierter Enzym- 
konzentration steigt die Reaktionskonstante mit der Konzentration, 
aber die Aktivitit Phos-f wird herabgesetzt. Eine Loésung von 
Glycerophosphat, die unter optimalen Versuchsbedingungen durch 
Nierenextrakt gespalten wurde, zeigt bei variierten Enzymmengen 
(Totalvolumen der Reaktionsmischung 40 ccm) folgende Reaktions- 
konstanten und Phos-f: 














Zugesetzte Enzymmenge in cem. . . . 2 5 10 
k in den ersten 2 Stunden... .. . 0,04 0,06 0,11 
Phos-f in den ersten 2 Stunden... . 2,7 1,8 15 


Wiihrend der Spaltung sinken / und Phos-f. Enzymlésung wie oben: 











Zeit | i; i: Phos-f Phos-f 
Stunden (5 cem EF.) (10 cem E.) (5 eem E.) (10 ecm E.) 
1 0,08 0,12 2,2 1,6 
2 0,05 0,10 1,4 1,4 
3 0,05 0,09 1,4 1,2 
24 0,04 0,09 1,1 | 1,2 
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Die in diesen Tabellen berechneten Reaktionskonstanten be- 
ziehen sich auf die Formel fiir monomolekulare Reaktionen: 


1 
kh = —-- log 


t G@—=— @ 


a 


od 


vs 
Vergleichnis von Phos-t der Phosphatase aus Nieren 
und Knochen. Trockenpriparate aus Schweinenieren und Kalbs- 
epiphyse in konzentrierter Elution. Substrat: Glycerophosphat. 





Zeit Nierenpriiparat Knochenpriiparat 
Stunden mg mg 
' 

3 22,8 16,6 

6 32.6 22,7 

9 33,6 28,3 
24 34,5 37, 

w (50) (50) 








50°, Spaltung wurde durch Nierenphosphatase in 2 Stunden erreicht. 


50 °/, _ is ..  Knochen- ss snd = oe a 
Trockengewicht (mg pro herausgenommene Reagenzlésung): Nieren 1,74. 
): Knochen 0,54. 


ee ( 74 9 se ; 
Phos-f der Nierenphosphatase, aus der Halbierungskonstante, ber. 3,5. 
Knochen- ir ae eS > » 3,8. 


Durch ammoniakalische Trockenpriparat-Elution wurde also 
ein wenig héheres Phos-f fiir Phosphatase aus Kalbsepiphyse als 
aus Schweinenieren erhalten. 

VI. 

Versuche wurden ausgefiithrt mit Phosphatase aus Nieren, 
um eine Synthese von Glycerin mit Na-Phosphat zu erreichen, 
aber auch wenn das Trockenpriiparat direkt mit Glycerin eluiert 
wurde, konnte innerhalb 24 Stunden keine synthetische Wirkung 
beobachtet werden. 

VIL. 

Aktivierung der Nierenphosphatase. Erdtman?) hat 
sezeigt, daB Mg-lonen die Nierenphosphatase aktivieren. Durch 
Iialyse wird das Enzym von seinem Aktivator befreit, und durch 
Zusatz von einem Magnesiumsalz kann das dialysierte Enzym 


1) Erdtman, Diese Zs. Bd. 177, S. 211 (1928). 
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wieder aktiviert werden. Hier unten wird in Kurven die Akti- 
vierung von dialysierter Nierenphosphatase (aus Trockenpriiparat) 
durch MgSO, gezeigt. Theor, Max. 88; p, = 9,1; Substrat: 
Glycerophosphat; Temperatur 30°. 








« 
> 
« 


Die Halbierungszeit fiir aktiviertes Enzym war 1,5 Stunden 
und fiir nicht aktiviertes S Stunden. Das Verhiiltnis der Halbie- 
rungskonstante war also in diesem Falle: 

Konstante fiir aktiviertes Knzym durch die Konstante fiir 
nicht aktiviertes dividiert: 8/1,5 = 5,5/1. 


on... — eit 
uma | — 

‘ | a 

' , oe , 

‘ an 


j Pl ai 











JO / 
c¥ / 
‘fy 
A ‘) 
10 i 
been ‘as j 
? ? hy 
Stunden 
Fig 


Versuche zu einer reversibeln Aktivierung. Der linke 
Kurvenzweig in Fig. 3 stellt die Glycerophosphatspaltung mit 
undialysierter Nierenphospbatase dar, und der rechte bezeichnet 
dieselbe Spaltung mit einer Nierenphosphataselésung, die zuerst 
dialysiert und dann mit 0,05°/, MgSO, aktiviert wurde. 

Die Halbierungszeit fiir undialysiertes Enzym war 3 Stunden 
und fiir dialysiertes und wieder aktiviertes 5 Stunden. Reversi- 
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pilitat konnte also nicht hervorgerufen werden, wahrscheinlich 
deswegen, weil das Enzym durch die Dialyse teilweise zer- 
stort wird. 

Dialvse in saurer Lésung. Fiir die Untersuchung der 
Aktivierungsverhiltnisse bei Nierenphosphatase (Ammoniakelution 
aus Trockenpriparat), die bei héherer Wasserstoffionenkonzen- 
tration dialysiert war, wurde eine derartige Elution gegen Citrat- 
léisung (Sorensen, p,, = 5,9) dialysiert. 

Nach einer Dialyse von 12 Stunden war p,, = 5,7 in der 
Enzymlésung und das Trockengewicht 1,1 mg/ccm. 

Substrat: Glycerophosphat. p,, == 9; Temp. 30°. Aktivator: 
0.05-m MgSO,; Theor. Max. 180. 





oo ohne Aktivierung | aktiviert 

mg Ing 

; 14,5 16,5 
- 18,8 29,4 
3 21,5 39,5 
- 42,3 117,0 
24 45,0 122.5 
3 53,0 131,8 
"7 68,7 139,2 
* 90,7 146,5 
= (180) (180) 








Die Halbierungszeit fiir nicht aktiviertes HKnzym_ etwa 
72 Stunden und fiir Mg-aktiviertes etwa 13 Stunden. Die Halbie- 
rungskonstanten der Reaktionen mit aktiviertem und nicht akti- 
viertem HMnzym stehen im Verhiltnis 5,5: 1. 

Nach Aufbewahrung der Enzymlisung wiihrend 24 Stunden 
bei p,, = 5,7 wurde eine neue Hydrolyse durchgefiihrt. Versuchs- 
bedingungen wie bei der frisch dialysierten Knzymlésung: 








— ohne Aktivierung | aktiviert 

mg mg 

] 74,5 8.9 

6 7,2 34,2 

10 21,1 51,0 
24 29.6 16.5 

48 45,0 112.6 

” (180) (180) 
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Die Halbierungszeit fiir Mg-aktiviertes Enzym c:a 32 Stunden 
und fiir nicht aktiviertes c:a 180 Stunden. Die Halbierungs- 
konstante fiir aktiviertes Knzym verhilt sich zur Halbierungs- 
konstante fiir nicht aktiviertes wie 5,6: 1. 

In saurer Lésung dialysierter Nierenextrakt laBt sich durch 
Mg-Salz aktivieren. Das Verhiltnis der Halbierungskonstante fiir 
aktiviertes Knzym durch die Halbierungskonstante fiir nicht 
aktiviertes EKnzym wird dasselbe wie bei in alkalischer Lésung 
dialysiertes Enzym und dadurch wird bestatigt, daB héhere 
Wasserstoflionkonzentration keine Einwirkung auf die Los- 
lésung des Aktivators von dem Knzym bei der Dialyse hat. 

Das Enzym wird durch Aufbewahrung in saurer Lésung in 
bezug aut die Phosphatasewirkungen betrichtlich abgeschwiicht. 

In der Regel sind die Enzymlésungen bei niedriger ‘lem- 
peratur und bei einem p,, ¢:a 9 aufbewahrt worden. 


III. Spezifische Aktivierung der Nierenphosphatase. 
iL. 


Kinwirkung des Aktivators der Nierenphosphatase 
anf Knochenphosphatase. Durch Dialyse gegen destillier:es 
Wasser von einer Phosphataselésung aus Oberschenkelepiphyse 
von Kilbern wurde ein Extrakt erbalten, das von anorganischen 
Stoffen so frei wie méglich war. Magnesiumsulfat wurde in der- 
selben Menge wie bei der maximalen Aktivierung von Nieren- 
extrakt zugesetzt (0,1°/,). 

Substrat: Glycerophosphat; Enzym aus ‘Trockenpriaparat 
(Kalbchen). 





Stunden ohne Mg mit Mg 
mg mg 
> 22,4 19,9 
10 28,9 21.6 
- 39,8 26,0 
- (50) (50) 








Magnesiumionen haben auf Phosphatase aus Knochenextrakt 
eine hemmende Einwirkung. Versuche wurden mit Elutionen 
aus ‘Trockenpriiparaten und auch mit Autolysaten von Ober- 
schenkelepiphysen von Kaninchen, Meerchweinchen und Schwein 


~l 
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angestellt und in simtlichen Fillen zeigte MgSO, eine hemmende 
Kinwirkung. 

Erdtman!) hat gezeigt, daB Ca-Ionen eine (sehr schwach) 
aktivierende Einwirkung auf die Katalyse durch Phosphatase aus 
Nierenextrakt ausiiben. Die Kinwirkung von CaSQ, auf die Glycero- 
phosphatspaltung durch Knochenextrakt wurde untersucht. Zum 
Vergleich eine Bestimmung von Mg-Hemmung: 





' ohne Zusatz mit CaSO, mit MgSO, 
Stunden 
mg mg my 
3 29,3 28,7 28.5 
16 68.9 65,8 94,7 
24 78.5 78,1 67,4 
oe (80) (80) (S80) 











Nach dieser Tabelle hat auch Calcium eine hemmende Ein- 
wirkung, obgleich von sehr geringem Mabe. Unter allen Um- 
stinden aktiviert Calcium nicht. Die Tabelle oben ist meh- 
reren Parallelserien entzogen. 

Wenn zu einer Reaktionsmischung von Glycerophosphat und 
Nierenphosphatase ein Magnesiumsalz zugesetzt wird, bleibt die 
Lisung klar und durchsichtig wihrend der ganzen Hydrolyse. 
Wenn in eine Mischung von Glycerophosphat und Knochen- 
extrakt eine Mg-Salzlésung von derselben Konzentration ein- 
gefiihrt wird, entsteht sogleich eine Triibung, die wihrend der 
Spaltung sich vermehrt und in einen kleinen Niederschlag iiber- 
geht. Dieser Niederschlag, der immer bei Mg-Zusatz entsteht, 
ist doch so gering, daB er sich der qualitativen Analyse entzieht. 

Weil die Spaltung bei einem p, von etwa 9 verliuft, ist es 
méglich, da8B diese Fallung aus einer Mischung von Magnesium- 
phosphat und EiweiBstoffen besteht, und daB die beobachtete 
.Hemmung“ darin ihren Ursprung haben kénnte, dab durch die 
Hydrolyse abgespaltenen Phosphationen sich mit Mg vereinigen 
und dadurch sich den Phosphatbestimmungen als ,,Freies Phosphat“ 
entziehen. Ist dies der Fall, kénnte man vielleicht bei einer Phos- 
phatbestimmung zwischen der Triibung und des Niederschlages 
genau die Difterenz finden, die zwischen den Phosphatbestim- 
mungen bei ,nicht Mg-gehemmter“ und ,Mg-gehemmter“ Reak- 
tionsmischung besteht. Bei der Nierenphosphatase wird das Mg- 


') Erdtman, Diese Zs. Bd. 177, S. 231 (1928). 
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Salz wahrscheinlich, nach Erdtman?), von dem Enzymkomplex 
okkludiert, aber bei der Phosphatase aus Knochenextrakt scheint 
dies nicht der Fall zu sein; deshalb hat hier Mg Gelegenheit, 
sich mit dem frei gemachten Phosphat zu vereinigen. 

Unter dieser Voraussetzung braucht man nicht an eine 
eigentliche Hemmung zu denken, sondern der Unterschied wird 
durauf zuriickgefiihrt, da& Mg aktiviert (und gebunden wird von) 
Phosphatase aus Nieren, aber auf Phosphatase aus Knochen 
keinen Hinflub ausiibt. 

Kin anderer Unterschied zwischen Phosphatase aus Nieren 
und Knochen besteht in ihrer verschiedenen Léslichkeit in Al- 
kohol. Nierenphosphatase im Autolysat wird durch Zusatz von 
der doppelten Menge Alkohol praktisch vollstiindig ausgefilii. 
aber bei der Phosphatase in Epiphysen erzeugt eine Alkohoi- 
fillung ebenso gar keinen Niederschlag. Zur Ausfallung von 
Phosphatase aus Epiphysen geniigt nicht eine Alkoholkonzentra- 
tion von 5%, sondern Ather muB in UberschuB zugesetzt 
werden. 

IV. Zur Frage der Phosphatasespezifitat. 


— 


Vergleich der Katalyse von Glyceropliosphat und 
Monophosphat durch Phospatase aus Nieren- und 
Knochenextrakt. In den Tabellen wird die Phosphatmenge in 
Milligramm Strychnin—Molybdatniederschlag pro 5 ccm der Re- 
aktionsmischung angegeben. Simtliche Lésungen enthalten 10 ccm 
soratpuffer (p,, = 9,2) und 10 ccm Enzymlésung aus Trocken- 
priparat (Schweinenieren, bzw. Oberschenkelepiphyse von Kanin- 
chen). Der Substratgehalt wurde zwischen 5 und 20 ccm pro 
Reaktionsmischung (45 ccm) variiert, was eine Variation der Mo- 
laritit in den Substratlésungen von 0,0016 bis 0,0U64 entspricht. 
Korrektionen fiir aus Enzym und unkatalysiertes Substrat nieder- 
geschlagene Stofle wurden eingefiihrt. Die Halbierungskonstanten 
sind nach den Halbierungszeiten, die aus Kurven interpoliert 
wurden, berechnet. 

In den Tabellen bezeichnet » Phosphatase aus Nieren, 4 
Phosphatase aus Knochen, g Glycerophosphat und m Hexose- 
monophosphat. Die Substratlésungen wurden so eingestellt, dab 
derselbe Gehalt an hydrolysierbarem Phosphat in korrespondie- 
renden Lisungen von g und m zu finden ist. 


1) Erdtman, Diese Zs. Bd. 177, S. 211 (1928). 
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a) Substratlisung 0,0064-molar. 














—( —/ b—m y—I ; 
b—g ile ’ Stunden 
mg my mg mg 

as 

15,7 43,1 9,4 23,1 
57,0 65,0 20,2 40,3 4 
56,8 65,5 Sou 52.1 10 
(80) (SO) (SO) (80) x 

















— N—" Ip Wh N—? ‘ 

a a 2 Stunden 
Ing ng mg mg 

16,8 37,7 $,4 20,6 1.5 
36,7 49.6 19,8 34,0 5 OD 
(60) (60) (60) (60) f 


ce) Substratlésung 0,0032-m. 

















b—« n—6 b—m n— 

J J : ' Stunden 
ng mg mg me 
18,4 20,9 9,9 17,9 2 
27%,1 34,5 14,5 Z4.Z 5 
(40) (40) (40) (40) 4 


d) Substratlésung 0,0016-m. 

















—_— n—r b—m n—m : 
g 7 Stunden 
mg mg ing mg 
O5 16,3 4,5 10,3 Y 
3.0 17,3 4 11,2 45 
(20) (20) (20) (20) L 





Halbierungskonstante, aus den Halbierungszeiten berechnet: 

















b—q n—Y b—m n—m Tabelle 
0.065 0.33 O,OL5 0.075 fh) 
0,081 0,38 0.019 0,075 b) 
" 0,125 O50 0,027 0.107 c) 
0,136 O.75 0.033 0.175 d) 
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Um einen Vergleich der Phosphatasewirkungen durch ver- 
schiedene Extrakte zu erreichen, werden die Konstanten fiir die 
Spaltungen der verschiedenen Substrate dividiert: 








Tabelle Halbierungskonst. fiir die Glycero-| Halbierungskonst. fiir die Mono- 
phosphatspaltung, b: n phosphatspaltung 6b: 
a) 0,18 0,19 
b) 0,25 0,26 
¢) 0,21 0,25 
d) 0,18 0,20 
Medien 0,2 0,2 





Aus der Tabelle wird ersichtlich, daB die Spaltungsgeschwin- 
digkeiten von Nieren- und Knochenextrakt bei hier behandelten 
Konzentrationen von Glycerophosphat und Monophosphat_ bei 
beiden Substraten in demselben Verhiltnis stehen. 


Um Anhaltspunkte iiber die Identitiét oder Verschiedenheit der Gly- 
cerophosphatase und der Hexosenphosphatase zu gewinnen. wurden (sowohl 
mit Nieren- als mit Knochenenzym) Messungen der Affinitiiten des Enzyms 
zu den beiden Substraten angestellt; in dieser Weise hat bekanntlich 
Kuhn!) das analoge Problem beziiglich der Saccharose- und der Raffinose- 
spaltung geliést. Als Substrate wurden, auBber Glycerophosphat, Hexose- 
monophosphat und Hexosediphosphat verwandt. Eine Voraussetzung fiir 
die Benutzung dieser Methodik auf dem Gebiet der tierischen Phosphatasen 
ist die, dab die Konzentrationen innerhalb ziemlich weiter Grenzen variiert 
werden kiénnen. Bei den hier behandelten Phosphataseextrakten zeigte sich 
dies nicht méglich, weil bei einer hohen Enzymkonzentration die Kor- 
rektionen fiir aus den Enzymlésungen niedergeschlagene Stoffe so betricht- 
lich werden, daB sie die Genauigkeit zu stark beeinflussen. Bei hohen 
Substratkonzentrationen haben die Hemmungswirkungen des bei der 
Hydrolyse abgespaltenen Phosphates groBen EinfluB, und dadurch werden 
die Resultate zu unsicher. Da die Variationen aus diesen Griinden inner- 
halb zu engen Grenzen gehalten werden mu8ten, konnten Konzentrations- 
kurven nicht ausgefiihrt werden, aber eine gewisse Tendenz wurde doch 
beobachtet. 

9 


~_e 


Der erste Versuch, die Affinitiiten der Nieren- und 
Knochenextrakte zu den beiden Hexosephosphaten zu vergleichen, 
wurde in der Weise ausgefiihrt, dab zwei Enzymlésungen (4 aus 
'Trockenpriparat von Oberschenkelepiphyse (Kaninchen) und n aus 
Trockenpriparat von Schweinenieren) auf etwa dasselbe Spaltungs- 
vermogen betreffs Glycerophosphat eingestellt wurden. Als Sub- 


1) Willstitter u. Kuhn, Diese Zs. Bd. 125, S. 1 (1923). 
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strat wurden Lisungen von Glycerophosphat (g) und Monophos- 
phat (m), die auf die gleiche Phosphatabspaltung eingestellt 
waren, benutzt. Die Bestimmungen wurden viermal wiederholt. 
In der ersten Stunde ausgefilltes Phosphat (in Strychnin— 
Molybdatfaillung berechnet) wurde verglichen: 














{ 
b—sr n—" b—m n—m 
g g | 
| 
mg mg | mg mg 
51,6 48,5 48,2 50,2 
47,2 44,2 48,0 50,4 
52,8 52,0 53,1 53,1 
48,4 46,4 51,0 53,4 
(Medien: 50,0 47,8 i 50,0 51,7) 


Diese Enzymliésungen wurden bei der Spaltung einer Na- 
Zymophosphatlésung angewandt. Bei drei beliebigen Substrat- 
konzentrationen wurden die Spaltungen in der ersten Stunde (in 
Strychnin—Molybdatniederschlag) gemessen: 


Zymophosphat. 








b n 
mg mg 
50,3 48,5 
70,6 72,0 

107,3 110,1 


Wie bei Glycerophosphat und Monophosphat waren auch 
hier die Spaltungen durch die beiden KEnzymliésungen etwa 
gleich groB. 

o. 

Uber die Spaltung von Monophosphat und Zymo- 
phosphat durch Extrakt aus Nieren und Knochen, Zur 
genaueren Untersuchung, ob ein Unterschied zwischen Mono- und 
Diphosphatspaltung durch verschiedene Extrakte vorliegt, wurden 
obengenannte Substrate von aus Trockenpriiparaten hergestellten 
Enzymliésungen angegriffen. Diese Phosphataselisungen  ent- 
hielten Enzyme von Schweinenieren (x) und Oberschenkelepiphyse 
von Kaninchen (4). Die Konzentrationen von Enzym (1.) und 
Substrat (2.) wurden variiert. In diesen Tabellen bezeichnet m 
Monophosphat und z Zymophosphat. 








142 


1. Variierter Enzymgehalt. 
nin—Molybdatniederschlag pro 10 ccm der Lésung). 
tionsmischung enthielt 60 ccm Fliissigkeit: 15 ccm Substratlésung, 
Der Gehalt von Enzymlésung wurde variiert und 


10 ccm Putfier. 


Claes Hommerberg, 


durch Aq. dest. kompensiert: 


orrektionen wegen der in Enzym- 





Enzym 


entstehenden Fiallungen: 


cem 


35 





Tabelle 


und Substratlésungen 


Theor. Max. 80 mg (Strych- 
Jede Reak- 





rr hy 
l'abelle 
ng 
2) | 32 
b) 25.71 
() 19,3 


Die Korrektionen beziehen sich auf 10 ccm der Reaktions- 
In den Tabellen sind die korrigierten Werte ein- 


mischung. 
cefiihrt. 














b) 23.3 











n—z 


mg 


22,4 
39,3 
44,1 
(80) 


19,6 
88,5 
42,8 
(80) 


18,1 
30,3 
42.5 


(SO) 








Stunden 
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Molaritiit der hier benutzten Substratlisungen: 

Monophosphat: 0,014 (4,3 mg cem): Zymophosphat: 0,012 (2,6 mg/cem). 
Trockengewicht des Nierenextraktes: 0,8 mg/cem; ‘Trockengewicht des 
Knochenextraktes: 2,5 mg/eem. 

2. Variierter Substratgehalt. Theor. Max. d) 80 mg 
fiir z, 96 mg fiir m; e) 135 mg fir z, 160 mg fir m; f) 190 mg 
fir z, 224 mg fiir m. Jede Reaktionsmischung 60 ccm Fliissig- 
keit: 15 cem Enzymlisung, 10 ccm Pufier. Der Gehalt von Sub- 
strutlésung wurde variiert und durch Aq. dest. kompensiert. 





Substrat Tabelle 
cem 
15 d) 
25 e) 
35 f) 





hyorrektionen wegen der in Enzym- und Substratlisungen 
eintretenden Fallungen: 








re ‘ b | % wi : 
l'abelle 
mg | mg mg mg 
’ 
} 
d) 16,8 | 14 4 7,7 
e) 16,8 i 2.4 6,1 12,8 
f ) 16,8 | 5,4 8.7 18.0 


Die Korrektionen beziehen sich auf 10 ccm der Reaktions- 
mischung. In den Tabellen sind die korrigierten Werte ein- 


cefihrt. 




















b—*x —m —x% — ; 
p b—m n n—m cr 
ng mg mg mg 
d) 17.5 14,2 16,1 14,0 l 
35,9 38,8 31,5 31,7 4 
(50) (96) (80) (96) © 
e) 29,4 24,1 22,9 18,1 I 
5 
56,2 54.6 : 16,5 44.5 { 
(135) (160) (135) (160) va 
t) Zi 20.9 19,3 18,4 ! 
58,1 62,6 44,7 49,1 4 
(120) (224) (190) (224) Se 
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Die Substratlésungen sind auf oben angegebene Maximi- 
werte eingestellt. 

Trockengewicht des Nierenextraktes: 1,4 ng,ecm; Trockengewicht des 
Knochenextraktes: 4,3 mg/cem. 

Die Halbierungszeiten von a), b), c), d), e) und f) durch Inter- 
und Extrapolation aus Kurven von den ‘labellen oben: 





Tabelle b—m n—m | b—*x n—*% 
Stunden Stunden Stunden | Stunden 
| i 
a) ) 7 3,5 D 
b) > 7 4 D 
¢) 5.5 7 j is) 6, 
d) 7 10 | 5) 6,5 
e) 8 13 ' 10 14 
ft) 9 13 11 16 











Da die Halbierungszeiten umgekehrt proportional zu den 
Halbierungskonstanten sind, findet man das Verhiltnis der Kon- 
stante durch Division von den inversen Werten der Halbierungs- 
zeiten. 





Halbierungskonst. fiir die Mono- | Halbierungskonst. fiir die Zymo- Tabelle 

phosphatspaltung, 2:6 phosphatspaltung, 2:6 
0,71 0,70 2) 
0,71 0,80 b) 
0,78 0,07 C) 
0,70 0,77 d) 
0,68 0,72 e) 
0,70 0,69 f) 

Medien: 0,7 OT 








Aus der Tabelle wird ersichtlich, daB die spezifischen Spal- 
tungsgeschwindigkeiten von Nieren- und Knochenextrakt bei hier 
behandelten Konzentrationen von Mono- und Zymophosphat, be 
beiden Substraten in demselben Verhiltnis stehen. Mut den hier 


verwandten Enzymliésungen wird dieses Verhiltnis bei beiden 
Substraten gleich 0,7. 
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Zusammenfassung. 


Nieren- und Knochenextrakte haben die gleiche Kinwirkung 
auf Glycerophosphat, Hexosemonophosphat und Hexosediphosphat. 
Den mitgeteilten Versuchen zufolge existiert keine spezi- 
fische Glycerophosphatase, Hexosemonophosphatase 
oder Hexosediphosphatase und der Zerfall von Hexosedi- 
phosphat in beiden Stufen wird gleich kriftig sowohl durch 
Nieren- als durch Knochenextrakt katalysiert. Der Ver- 
gleich wird auf Phytin ausgedehnt. 

Die verschiedene Léslichkeit der Knzymextrakte in Alkohol, 
die verschiedenen p,,-Optima (von K. Akasawa, a. a. O. studiert) 
und das entgegengesetzte Verhiltnis der Nieren- und Knochen- 
extrakte zu Magnesium soll durch eine nihere Untersuchung der 
Begleitstoffe aufgeklirt werden. 


Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXV. 10 








Experimentelle Studien iiber den Nucleinstoffwechsel. 
XVIII. Mitteilung. 


Uber den Nucleotidasegehalt einzelner Organe 
verschiedener Tiere. 


Von 


Walter Deutseh und Karl Résler. 


(Aus der medizinischen Klinik (S. J. Thannhauser) der Akademie Diisseldorf.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. September 1928.) 


Trotz der groBen Zahl von Arbeiten, die dem fermentativen 
Abbau der Nucleinsiiuren gelten, ist bis heute das Gebiet noch 
nicht vollig geklirt. Die Fragen nach Spezititit, Einheitlichkeit 
und Vorkommen der dabei in Betracht kommenden Fermente 
werden zum ‘l’eil widersprechend beantwortet. Besonders scheint 
die Tbymusnucleinsiure und die Hefenucleinsiiure nicht von den- 
selben Kermenten abgebaut zu werden. Nach der Formulierung 
Levenes vollzieht sich der Abbau der Nucleinsiuren in drei 
Stufen. Die Polynucleotidase (= Nucleinasen Levenes) haben 
die Aufgabe, die Zwischenbindungen zwischen den einzelnen Nucleo- 
tidasen zu lésen. Die Nucleotidasen greifen die Esterbindungen 
der Kohlehydratphosphorsiuren an unter Zuriicklassung eines 
Nucleosids. Die Nucleoside schlieflich fallen dem Abbau durch 
Nucleosidasen anheim. Am wenigsten gesichert erscheint gerade 
die erste Stufe der Spaltung des noch unversehrten Polynuclco- 
tidkomplexes in die einzelnen Nucleotide. Wenn sich also diese 
Arbeit zum Ziele setzt, in verschiedenen Organen verschiedener 
Tiere das Vorkommen und die Quantitiit eines Enzyms der zweiten 
Stufe d. h. Nucleotidasewirkung festzustellen, so kann das Aus- 
bleiben einer derartigen Wirkung sowohl Fehlen dieses Enzyms 
wie Fehlen einer vorarbeitenden Polynucleotidasewirkung bedeuten, 
die die ungespaltene Nucleinsiiure erst dem Angriff des phosphor- 
abspaltenden Knzyms zugiinglich macht. Eindeutig sind diese 
Fragen erst zu entscheiden, wenn die Kenntnis der Kigenschaften 
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der in Betracht kommenden Enzyme so weit geférdert ist, dab 
man auf ihr aufbauend zur quantitativen Trennung schreiten kann 
Datir ist es wichtig, durch Vergleich einen Uberblick iiber die 
Verteilung des Enzyms in verschiedenen Organen verschiedener 
Jiere zu gewinnen. 

Die Grundlage eines solchen Vergleichs ist die genaue Fest- 
legung der Bedingungen, unter denen sich die fermentative Spal- 
tung vollzieht. In einer vorangehenden Arbeit') des einen von 
uns sind diese Bedingungen, die Knzymmasse und die hier 
benutzte Methodik ausgearbeitet. Weil die Erfahrungen an Rinder- 
leberextrakten gewonnen waren, wurde die Fermenteinheit Hepa- 
tonucleotidaseeinheit [H. N.-(e)] genannt und als diejenige Knzym- 
menge definiert, die unter den Bedingungen der Bestimmungs- 
methode bei der Einwirkung auf 0,8 g  thymusnucleinsaures 
Natrium in einer Stunde einen Zuwachs an reinem anorganischem 
Phosphor entsprechend 6,25 com n/10-NaOH bewirkt. Kin Fer- 
mentmenge-Umsatz Diagramm gestattet, die ermentleistung nach 
Hinheiten abzulesen. Als Mad fiir die enzymatische Konzentration 
silt der Hepatonucleotidasewert [H. N.-(w)], der die Anzahl H.N.-(e) 
in 1 g getrocknetem Priaparat darstellt. 

Die Fermentbestimmung geschah in ihrem p,-Optimum von 
p,, 8%. Zu 20,0 com einer 4°/,igen Lésung von thymusnuclein- 
saurem Natrium (hergestellt nach Feulgen), die ebenso wie die 
benutzte Fermentlésung durch 20°/,ige NaOH auf p,, 8,7 ein- 
gestellt ist, werden 10 ccm n/1-Ammoniak—Ammonchloridpuffer im 
Mischungsverhiltnis 1:1 (bei 40°C p,, 8,7 ergebend) und die je- 
wellige Fermentlésung gegeben (in allen Fallen 10 ccm nur im 
Falle der Leukocyten entsprechend der halben Menge) und dann 
mit Wasser bzw. Glycerin zu einem Gesamtvolumen von 40,0 ccm 
und zu einem Glyceringehalt von 17°/, ergiinzt. Der Ansatz bleibt 
nach geringem Toluolzusatz fiir eine Stunde im Thermostaten bei 
40°C. In Fillen sehr geringer Fermentwirkung wurde die Ver- 
suchsdauer auf 18—24 Stunden ausgedehnt. Solche Werte kommen 
natiirlhch fiir Bestimmung nach Einheiten nicht in Frage. Nach 
Ablauf der Bestimmungszeit werden nach gutem Durchschiitteln 
10,0 com entnommen und zu 10,0 ccm 10°/,iger Trichloressigsiure 
zur KnteiweiBung gegeben, wobei weitere Fermentwirkung gleich- 
zeitig unterbrochen wird. Nach 5 Minuten langem Stehen wird 
der Niederschlag abfiltriert und das Filtrat avf dem Wege iiber 


1) Diese Zs., Bd. 171, S. 264 (1927). 
10” 
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das Magnesium—Ammoniumsalz der Phosphorsiiure als Phos- 
phorammonmolybdat nach Lieb, in Modifikation nach Kuhn 
gefallt und titrimetrisch bestimmt. Alle Phosphorsiiuremengen 
sind in ccm n/10-NaOH angegeben. ks entspricht 1 ccm n/10- 
NaOH 0,1104 mg P. Zu jeder Bestimmung wird eine Analyse 
des Substratleerwertes und der Fermenteigenspaltung ausgefihrt, 
deren Summenwert zur Berechnung der Fermentleistung von dem 
Wert des Hauptansatzes in Abzug gebracht wird. Der Ansatz 
fiir die Fermenteigenspaltung ist analog dem Hauptansatz, nur 
wird die Substratlésung durch Wasser ersetzt. 

Am Giinstigsten wiirde man das Ferment in Extrakten von 
Organen gewinnen, die nach der Methode Willstatters mit 
Aceton-Ather getrocknet sind, weil solche Extrakte schon von 
einem Anteil an Eiweifballaststoffen befreit und besser definiert 
sind. Aber dahinzielende Versuche hatten gezeigt, dab Glycerin- 
extraktion aus solchen Organen ohne Wirkung blieb, wihrend 
(slycerinrohextrakte und zwar alkalische sich eigneten. Extraktion 
mit Wasser gestattet zwar den Nachweis des Vorbandenseins von 
Ferment, die Wirksamkeit bleibt aber weit hinter der von Glycerin- 
extrakten zuriick. AuBerdem ist bei wiBriger Extraktion der 
Phosphatanfangsgehalt der Fermentlésung ein sehr hoher. 

Die Herstellung der Glycerinextrakte war in den Fiillen, in 
denen sie sich anwenden lief, folgende: Frisch vom Schlachthof 
bezogene Organe wurden durch die Fleischmaschine gedreht, der 
Brei mit 87°/,igem Glycerin, das 0,15°/, NH, enthielt, versetzt 
(pro 1 g Organbrei 2 ccm Glycerin) und durchgeschiittelt. Nach 
etwa dreistiindigem Aufenthalt im ‘'hermostaten bei 40° C kam 
der Extrakt zur Filtration auf Faltenfilter. 

Tabellarisch zusammengefabt ergaben sich nun folgende Re- 
sultate (siehe Tabelle). 

Die Werte fiir die enzymatische Konzentration sind in den 
mit H.N.-(w) iiberschriebenen Spalten gegeben. Danach ist sie 
am gréBten fiir ungetrockneten Leukocytenbrei des Hundes und 
Rindes. Sehr nahe kommt Rinderleber und relativ fermentreich 
zeigen sich noch Niere und Diinndarmschleimhaut von Schweinen 
und Rindern und die Leber des Menschen. So gut wie kein 
Ferment wurde im Pankreas von Rindern und Schweinen gefunden 
und ebenso im Knochenmark des Rindes. Der Nullwert des 
Knochenmarks ist méglicherweise deshalb nicht als bindend an- 
zusehen, weil bei dem hohen Fettgehalt des Organs die Extrak- 
tion auf Schwierigkeiten stéBt. Um iiberhaupt extrahieren zu 
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kénnen, wurde das Knochenmark nicht durch die Maschine ge- 
dreht, sondern mit Quarzsand verrieben. Von einer Entfernung 
des Fettes durch Atherextraktion mute abgesehen werden, weil 
dadurch Fermentschidigung eintrat. Zu den Versuchen mit Diinn- 
darmschleimhaut wurde der obere Teil des Diinndarms verwendet. 

Die Leukocyten waren inden Versuchen mit Hunden als steriler 
Kiter gewonnen, der sich nach Injektion von 2 ccm Terpentindl 
in den Pleurasack in 5 Tagen angesammelt hatte, die Leukocyten 
des Rindes dagegen nach der Methode Mancinis). Man lieB 
Oxalatblut in hohen Glaszylindern absitzen, goB das Plasma ab 
und konnte dann eine Leukocytenschicht abheben, die mit phy- 
siologischer Kochsalzlésung gewaschen wurde. 


') Biochem. Zs. Bd. 26 (1910). 








Uber die Urso-desoxycholsaure. 
3. Mitteilung. 


Von 


Koozoo Kaziro. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut zu Okayama, Japan. 
Vorstand: Prof. Dr. T. Schimizu.) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. September 1929.) 


Mein Kollege Schoda?) hat im Jahre 1927 eine mit Des- 
oxycholsiure isomere Gallensiure von der Formel ©,,H,,O, aus 
Birengalle isoliert, die er als Urso- desoxycholaaure bezeichnet 
hat. Von dieser neu gefundenen Siure hat er ferner einige 
Oxydations- und Reduktionsprodukte erhalten; aus Urso-desoxy- 
cholsiiure durch Oxydation mit Chromsiiureanhydrid Urso-dehydro- 
desoxycholsiure C,,H,.0,, durch Oxydation mit Na-Hypobromit 
eine Oxytricarbonsiure G, ,H,,0, und aus Urso-dehydrodesoxy- 
oe durch Reduktion nach Clemmensen Ursocholansiure 

‘4H 499d. 

Was die Stellung der OH-Gruppen im Molekiil der Urso- 
desoxycholsaure betrifit, so ist diese noch nicht geklirt worden. 

Ich habe das Studium iiber diese bezeichnete Siure fort- 
gesetzt, das damals aus iuBeren Griinden unterbrochen werden 
muBte, und zwar in der Hoffnung, die Frage nach den Stellungen 
der alkoholischem Hydroxylgruppen in der Urso-desoxycholsiiure 
zu klaren. 

Zum ersten war ich genotigt festzustellen, ob wirklich die 
Urso-desoxycholsiure sich anders als die Hyo-desoxycholsiure 
verhalt, weil der Schmelzpunkt beider Siuren einen sehr ‘hn- 
lichen Wert 198—200° C und der beiden Dehydrosiiuren einen 
gleichen Wert 161°C zeigte. Nach Schoda sind die beiden 
Dehydrosiuren in ihrem Drehungsvermégen und dem Verhalten 
gegen Salzsiure in Eisessigsiiurelésung voneinander verschieden. 


1) Biochemical. J]. (Tokio), Bd. 7, S. 505 (1927). 
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Wihrend die Dehydro-hyo-desoxycholsiiure die spezitische Drehung 
[ej = — 65,9 (nach Windaus) zeigt und durch Kochen mit Salz- 
siure in Essigsiiurelésung in ?-Dehydro-hyo-desoxycholsiure (nach 
W indaus)’) iibergeht, bleibt die Urso-dehydrodesoxycholsiure bei 
gleicher Behandlung unveraindert und sie zeigt die spezifische 
Drehung [@]! = — 33,63. Durch die Mischschmelzpunktsbestim- 
mung wurde der Unterschied zwischen beiden Siiuren, die Urso- 
und Hyo-desoxycholsiure ermittelt. 

Schodas Ansicht, daB die Urso-desoxycholsiure eine Dioxy- 
cholansiure ist, wurde durch die von mir gefundene Acetylzahl 
der Acetyl-urso-desoxycholsdure bestiitigt. 

Um die Verschiedenheit zwischen beiden Dehydrosiiuren 
festzustellen, habe ich die Furfural- und Anisaldehyd-Konden- 
sationsprodukte beider Siuren dargestellt. Die hier gewonnenen 
Produkte beider Séuren sind in ihrem Schmelzpunkt voneinander 
ganz verschieden. Dieses Verhalten der Dehydro-urso-desoxy- 
cholsiure bei der alkalischen Kondensation weist darauf hin, daB 
die Saiure in ihrem Molekiil eine CO-Gruppe benachbart einem 
Methyl enthilt. 

Die Bildung von Mono- und Di-Semicarbazonen beweist das 
Vorhandensein von 2CO-Gruppen in dem Molekil. 

Aus den oben erwihnten Daten wurde die Verschiedenheit 
beider Gallensiuren aus Biren- und Schweinegalle klar festgestellt. 
Der Versuch aus diesen Semicarbazonen durch Reduktion mit 
Na-Athylat, eine Cholansiure bzw. eine Mono-oxycholansiure zu 
gewinnen, ist mir leider nicht gelungen. 

Aus der Urso-desoxycholsiiure hat Schoda durch Oxydation 
mit Na-Hypobromit eine neue Saure, die Oxytricarbonsaure C,,H.,,0, 
gewonnen. Ich habe nach Schoda diese Siure nachgeprift und 
gefunden, daB in diesem Oxydationsprodukte sich noch eine andere 
Siure befindet. Beide Saiuren habe ich als Bariumsalz vonein- 
ander getrennt. Das eine ist im Wasser leicht léslich, wahrend 
das andere darin schwer léslich ist. Aus dem im Wasser leicht 
léslichen Bariumsalze habe ich die freie Siure in schénen Krystallen 
gewonnen. Nach mehrmaliger Umkrystallisation wurde die Siéiure 
vom Schmelzp. 234—235°C erhalten, die héher als die von 
Schoda angegebenen schmilzt. Aus dem im Wasser schwer 
léslichen Bariumsalze ist es mir leider nicht gelungen, eine reine 
Siiure darzustellen. Sie ist sehr schwer krystallisierbar. Der 


1) Liebigs, Ann. der Chem. Bd. 447, 8. 244 (1926). 
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Anteil dieser Siure ist aber so wenig, daB er nur '/,, der Kry- 
stallisierten betriigt. 

Die Saiure vom Schmelzp. 234—235°C erweist sich als 
dreibasisch, liBt sich sehr leicht acetylieren und die Acetyl- 
zahl stimmt mit der berechneten Zahl fiir Oxytricarbonsiure 
sehr gut tberein. 


OH-CH < 4h OH-CH < 
OH-CH< ¢ C,,Hs, — fNa0Br) HOOC— | 3R 
HOOC — ° HOOC — C.H,; 
i HOOC — 





Urso-desoxycholsiure 
. Oxytricarbonsiiure. 
“M Isomere Oxytricarbonsiiure? 

Aus der Dehydro-urso-desoxycholsiure habe ich durch Oxy- 
dation mit Kalinmpermanganat 2 isomere Séuren erhalten. Die 
beiden Siuren wurden unter Benutzung der Léslichkeitsverhiilt- 
nisse ihrer Bariumsalze voneinander getrennt. Das Hauptoxy- 
dationsprodukt ist eine Sure vom Schmelzp. 232°C, deren 
Bariumsalz im Wasser leicht léslich ist. Das Bariumsalz der 
anderen isomeren Siure vom Schmelzp. 241°C ist im Wasser 
schwer léslich und die Ausbeute betrigt etwa '/,, der im Wasser 
léslichen. Die Aquivalentzahl beider Séuren und die Analysen- 
zahl der ersteren Siure stimmen gleichfalls mit der berechneten 
Zahl der dreibasischen Siure, der Desoxybiliansiure gut iiberein. 
Sie unterscheidet sich von der bekannten Desoxybiliansiure in 
ihrem Schmelzpunkt. 

Aus Oxytricarbonsiure habe ich viel leichter durch vor- 
sichtige Oxydation mit Chromsiureanhydrid nur eine Art von 
dreibasischer Saéure erhalten, die mit der Siure vom Schmeiz- 
punkt 232° C identisch ist. 


Daraus kann man die Reaktionen folgendermaBen angeben. 


OC<) 4R OH-CH< ) 4R 
OG< } C,H, OH-CH < C,H. 
HOoC— J HOOC - 
Diketosiure. Urso-desoxycholsiiure. 
a ox, | OH-CH < | 
HOOC— | 3k iia HOOC— | 3k | 
4 HOOC— f CyoHys “">  HoOC—f OH, * 4 
Hooc — |} HoOoc — | Z 
Y Urso-desoxybiliansiure. Oxytricarbonsiiure. Y 


isomere Urso-desoxybiliansiiure. Isomere Oxytricarbonsiiure? 
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Die Siure vom Schmelzp. 232°C ist daher als Urso-desoxy- 
bilansiure und die isomere Siure vom Sclimelzp. 241°C als 
Urso-iso-desoxybiliansiure zu bezeichnen. Aus den oben erwiihnten 
Daten kann man wobl schlieBen, da’ die 2OH-Gruppen der 
Urso-desoxycholsiure voneinander getrennt in verschiedenen 
Ringen benachbart der Methylengruppe vorhanden sein miissen. 
Wenn diese Isomerie der beiden Siuren in gleichem Verhalten 
steht, wie das bei der Biliansiure und IJsobiliansiure aus Chol- 
siure nach Pregl?) der Fall ist, so kann man wohl ver- 
muten, dab eine OH-Gruppe der Urso-desoxycholsiure in ihrem 
Molekiil entweder an C., des Ringes I oder an C, des Ringes II 
haften miisse. 

Der Oxydationsversuch mit isomerer Oxytricarbonsiiure (? 
wurden wegen des Mangels an Material nicht ausgefiihrt. 

Aus Dehydro-urso-desoxycholsiiure und Urso-desoxybilian- 
siure habe ich durch Oxydation mit Salpetersiure gleichfalls eine 
Siure von dem Schmelzp. 229—2381°C erhalten. Die neue Saure 
ist sehr schwer umzukrystallisieren. Sie ist eine Pentacarbon- 
siure, aber nicht identisch mit der bekannten Choloidansiure 
und zeigt keine Malonsiiurereaktion. 

Sehr interessant und bemerkenswert ist das Verhalten der 
Urso-desoxybiliansiiure gegen Reduktion nach Clemmensen. 
Bekanntlich ist die Clemmensensche Reduktion bei Biliansiure 
oder Desoxybiliansiiure sehr schwer ausfiihrbar. Die Gewinnung 
der Lithobiliansiure aus Chenodesoxybiliansiiure durch das ge- 
nannte Reduktionsverfahren ist Windaus leicht gelungen.’) 
Borsche hat die Lithobiliansiure aus Biliansiiure oder aus 
Desoxybiliansiure erst durch Benutzung einer konz. Salzsiiure 
gewonnen.?) Die Reduktion der Urso-desoxybiliansiiure ist auch 
nicht so leicht. Mit dem Reduktionsverfahren nach Wolff habe 
ich nicht das erzielte Produkt gewonnen. Aber ich habe endlich 
durch Reduktion nach Clemmensen und Borsche, ein 
Reduktionsprodukt vom Schmelzp. 275—277°C gewonnen. Diese 
Siiure schmilzt nach mehrmaliger Umkrystallisation bei 277 bis 
279°C (Lithobiliansiure schmilzt bei 279°C nach Wieland u.a.). 
Methylester dieser Siure schmilzt bei 112°C (Lithobiliansiure- 
trimethylester bei 112° C). 


1) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 24, S. 51 (1903). 
*) Diese Zs, Bd. 140, 8S. 177 (1924). 
3) Chem. Ber, Bd. 55, 8. 3318 (1922). 
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Die Siiure verhilt sich bei der Aquivalentbestimmung als 
dreibasisch. 

Aus dem oben Erwihnten kann man wohl erwarten, daB es 
sich bei der hier erhaltenen Siiure um eine Lithobiliansiiure 
handle. Der Mischschmelzpunkt sowohl von der neuen Siure 
und der Lithobiliansiure, als auch von den beiden Trimethyl- 
estern beweist tatsiichlich die Identitit beider Siuren. 

Aus dem Verhalten der Urso-desoxybiliansiiure bei der 
thermischen Zersetzung ergibt sich, daB der bei der Oxydation 
der Dehydro-urso-desoxycholsiiure mit Permanganat und auch 
bei der Oxydation der Urso-desoxycholsiure mit K-hypobromit 
auigespaltene Ring nicht ein Fiintring, sondern ein Sechsring 
ist. Dieser Versuch wird in der niichsten Mitteilung eingehend 
beschrieben. 

Ks ist nun unzweifelhaft, daB die Urso-desoxycholsiure auch 
die gleiche Grundstruktur wie die anderen Gallensiuren hat, und 
eine OH-Gruppe der Urso-desoxycholsiiure an ©, in Ring I haftet. 

Schoda!) hat festgestellt, daB die durch Reduktion nach 
Clemmensen aus Dehydro-urso-desoxycholsiure entstandene 
Cholansiure nicht identisch mit den anderen bekannten Cholan- 
siiuren ist. 

Die Cholansiiure und die Allocholansiiure unterscheiden sich 
voneinander, nach der Windausschen Annahme?*) in demselben 
Sinne wie bei Koprostan und Cholestan, d.h. durch die sterische 
Lage des Wasserstoffatoms am Kohlenstoffatom 1. Die beidenCholan- 
siiuren sind also als trans- und cis-Dekalinderivate zu betrachten. 
Nach dieser Voraussetzung scheint mir, dai der Unterschied 
zwischen Urso-cholansiture und der Cholansiiure sich auf die 
sterische Verschiedenheit und zwar auf der verschiedenen steri- 
schen Anordnung der Gruppen am C, beruht. Die beiden 
Ringe I und II sind also in einem Falle in cis-, in anderem 
Falle in trans-Stellung miteinander verkniipft. 

Die Urso-desoxybiliansiiure und die Chenodesoxybiliansiiure 
bilden bei der Reduktion dieselbe Lithobiliansiiure, wiihrend die 
Dehydro-urso-desoxycholsiure und die Dehydrochenodesoxychol- 
siure bei der gleichen Reduktion nicht dieselbe Cholansiure 
hilden, sondern erstere eine neue Urso-cholansiiure und die letztere 


eine Cholansiure. 


') M. Schoda, a. a. O. 
*) Liebigs, Ann. der Chem. bd. 447, S. 233 (1926). 
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CO 
OC iit” 
HOOC — | 3K 7 | C,,H,,.-COOH 
HOOC | OMe, HOOC” \~ 
HOOC — | | 
Urso: desoxy biliansaéure HOOC. jay? 
Chenodesoxybiliansiiure 
A k 
Bia, 
H | C,,H,.-COOH 
HOOC~ \Z 
. iH Lithobiliansiiure 
HOOCN U~\. 
a 
OG <) aR 1 Cuolh-COOn 
OC CoH. > Pe 
Hooc — | | — 
Dehydro-urso-desoxycholsiure a ate al 
Ursocholsiiure 
CO 
ia ig, 
| — C, ,H,,-HOOC a J C,)H,.-HOOC 
aA > “a il 
OC In | On | 
i al i lll al 
Dehydro-chenodesoxycholsiiure. Cholansiure. 


Ks ist schwer zu erkliren, warum das Wasserstoffatom an 
dem C, nur bei Reduktion einer Ketotricarbonsiure  sterisch 
umgelagert wird, wiihrend das bei einer Diketosiiure nicht der 
Fall ist. Man muB diese Erklarung in dem Verhalten des 
Ringes I suchen. In der Ketotricarbonsiiure ist der Ring I ge- 
spalten und bildet eine carboxylhaltige Seitenkette, wihrend in 
der Diketosiure kein Ring gespalten ist. Die leichtere Beweg- 
lichkeit des Wasserstoftatoms in der seitenkettehaltigen C-Gruppe 
ist nicht undenkbar. 

Die Haftstelle der zweiten OH-Gruppe in dem Molekil der 
Urso-desoxycholsiiure liegt wahrscheinlich in dem C, des zweiten 
Ringes. Dariiber méchte ich in der niichsten Mitteilung noch 
weitergehend sprechen. 
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Formeliibersicht. 





OH-CH << OH-CH 
4R 3K 
OH-CH — C,H. >. HOOC — CH 
HOOC — 
HOOC — HOOC — 





Urso-desoxycholsiiure. 


Oxy-tricarbonsiiure. 





v Y 
OC — OC 
4R sR 
OG< + CA. - HOOC — C,H, 
HOOC — 
HOGOC — | HOOC — | 





Dehydro-urso-desoxycholsiure. 


Urso-desoxybiliansiure. 


v Y 
_. ene, 
“ | ¢ ©, 9H,.-COOH 4 | $ C,,H,)-COOH 
ihn HoOoc~ \~ 
7 Hoocw HU 
Ra tll oa ee 


Urso-cholansiure. Lithobiliansiiure. 
> (HOOC).-2R-C,,H;; (2) < 


Pentacarbonsiiure ? 


Experimenteller Teil. 
1. Urso-desoxycholsaure C,,H,,0,. 


Die Birengalle wurde in iiblicher Weise mit KOH-Lésung hydro- 
lysiert. Die aus der hydrolysierten Fliissigkeit durch Ansiiuerung mit 
verdiinnter Salzsiiure ausgeschiedene gelblich-braune Masse wurde in ver- 
diinntem Ammoniak gelést und wieder mit Siiure unter Schiittelung mit 
Petrolither vorsichtig ausgefillt. Die abgesaugte Siiure wurde in ammoni- 
akalischer Losung mit einer 10°/,igen Bariumchloridlésung versetzt und auf 
einem Wasserbade 1 Stunde lang erwiirmt. Das hier harzig ausyeschiedene 
Bariumsalz wurde aus der Fliissigkeit herausgenommen, mehrmals von 
neuem mit groBen Mengen Wassers auf dem Wasserbade erwiirmend extra- 
hiert und die Extraktion wiederholt, bis eine ungelést gebliebene Masse 
porise Eigenschaft fiir sich nahm. Die ganze extrahierte Lisung wurde 
durch Ansiiuerung mit verdiinnter Salzsiiure ausgefii!lt und abgesaugt. Die 
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abgesaugte Siiure wurde in Eisessig heiB gelést und mit heiBem Wasser 
so lange versetzt, bis die Fliissigkeit eine opalisierende Triibung zeigte. Im 
Kisschrank schied sich die Siure in krystallinischer Form aus. Die Siiure 
hat nach mehrinaliger Umkrystallisation die gleichen Eigenschaften wie die 
Schodasche Siiure. Schmelzp. 198° 


2. Di-acetyl-urso-desoxycholsaure C,.H,,0,. 


1 g Urso-desoxycholsiure wurde in 15 cem Pyridin gelést, 10 cem Essig- 
siureanhydrid zugesetzt und bei Zimmertemperatur 24 Stunden lang stehen 
gelassen. Dann wurde das Reaktionsprodukt durch Zusatz von kaltem 
Wasser ausgefiillt. Dabei schied sieh die acetylierte Siure dlig aus. Zu- 
nichst wurde sie aus verdiinntem Eisessig, dann mehrmals aus Alkoho! 
umkrystallisiert. Sie ist sehr schwer krystallisierbar. Schmelzp. 98—102°. 
Titration: 

0,0492 mg Substanz verbrauchten 1,03 ccm n/10-NaOQH-Lésung. 
Aquivalent: 
Fiir C,.H,,0, Ber. 476°,  Gef. 478°. 


Analysen: 
1. 0,1594 g Substanz gaben 0,4126 ¢ Kohlensiure und 0,1340 g Wasser. 
Y. 0,1010 ¢ ss » 90,2610 ¢g ™" » 09,0832 g es 
Fiir C,,H,,O, Ber. 70,59°/, C und 9,24°/, H. 
Gef. 1. 70,59 ,, , 941 4, 
.7e4s . » B82 «- 


ae 


3. Kondensation der Dehydro-urso-desoxycholsaure 
mit Furfurol und Anisaldehyd. 


Die Darstellung der Kondensationsprodukte wurde in ganz gleicher 
Weise, wie in meiner fritheren Mitteilung!) beschrieben ist, ausgefiihrt. 
lurfuraldehydro-urso-desoxycholsiiure schmilzt bei 216—217°, wihrend die 
Furfuraldehydro-hyo-desoxycholsiiure bei 237—239° schmilzt. Mischsehmelz- 
punkt beider Siiuren liegt bei 204°, zeigt daher eine deutliche Depression. 
Die Furfuralverbindung krystallisiert in sch6nen kanariengelben prismatischen 


Nadeln aus. 


Titration: 
0,0316 g¢ Substanz verbrauchten 1,27 ecm n/20-NaOQH-Losung. 


Aquivalent: 
Fiir C,gH,,0O; + 2H,O Ber. 502°/, Gef. 498°. 


Analysen: 

1. 0,1028 g Substanz gaben 0,2620 g Koblensiure und 0,0728 g Wasser. 
2. 0,0810 ¢ 0,2056 g " ,» 00,0584 g 

Fiir C,,H,.0, + 2H,O Ber. 69,32°/, C und 8 

Gef. 1. 69,59 ,, ,, 7 

2.60.28 . » 807 4. 


hl s9 


1) Jl. of Biol. Chem. (Tokio), Bd. 7, 8. 283 (1927). 
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Hier gibt es also eine Mono-furfuralverbindung. Das Kondensations- 
produkt dieser Siure mit Anisaldehyd habe ich leider nicht rein erhalten, 
obwohl ich damit gleicherweise, wie Windaus bei der Darstellung von 
Anisaldehydro-hyo-cesoxycholsiiure ausgefiihrt hat, gearbeitet habe. 


Anhang: Uber die Farbenreaktionen der Furfuralverbindung 
der Ketosaduren von Gallensauren. 


Die meiste Furfural-Ketosiureverbindung der Gallensiiuren mit un 
cespaltenem Ringe lost sich leicht in konzentrierter Schwefelsiure und zeigt 
dabei eine héchst priichtige tiefviolette Farbe. Diese Farbenreaktion wurde 
schon in meiner friiheren Mitteilung') beschrieben. Ich habe in vorliegender 
Mitteilung Gelegenheit gehabt, noch eine andere Farbenreaktion zu beob- 
achten. Wenn die vollig getrocknete Furfuralverbindung in wasserfreiem 
Essigsiiureanhydrid gelést und ein Trépfehen konzentrierter Schwefelsiiure 
zugesetzt wird, so tritt augenblicklich eine prachtvolle tiefblaue Farbe auf, 
die rasch, héchstens in 5 Minuten, sich entfiirbt. Diese Reaktion beruht 
auf dem Furfurol, die in ihrem Molekiil enthalten ist. 


4. Semicarbazone der Dehydro-urso-desoxycholsaure. 


Die Semicarbazone der Dehodro-urso-desoxycholsiiure wurden in iiblicher 
Weise hergestellt. Durch fraktionierte Krystallisation aus verdiinntem 
Alkohol habe ich zwei verschiedene Semicarbazone aus dem Reaktions- 
produkte isoliert. Das eine Semicarbazon schmilzt bei 205° und das andere 
zeigt den Schmelzpunkt iiber 290°. 

Analyse: (Semicarbazon vom Schmelzp. 205°) 

0,4820 g Substanz gaben 0,04592 ¢ Stickstoff. 

Fiir C,,H;,0,N, Ber. 9,438°/) N Gef. 9,525°/, N. 

Hier gibt es also ein Mono-semicarbazon. 


Analyse: (Semicarbazon vom Sehmelzpunkt iiber 290°) 
0,2150 g Substanz gaben 0,0364 g Stickstoff. 


Fiir C,,H,.0O,N, Ber. 16,73°/, N— Gef._ 16,93°/, N. 


Die Versuche, aus diesem Semicarbazone durch die Wolffsche Methode 
ein Reduktionsprodukt zu gewinnen, sind mir nicht gelungen. 


5. Oxytricarbonsaure aus Urso-desoxycholsaure C,,H,.0.. 


Ich habe die Oxytricarbonsiiture aus Urso-desoxycholsiiure nach der 
Vorschrift von Schoda hergestellt. Durch Uberfithrung der Rohsiiure in 
das Bariumsalz habe ich das Reaktionsprodukt in zwei Teile getrennt. Der 
eine Hauptanteil des Bariumsalzes ist im Wasser leicht léslich, wiihrend 
der andere darin kaum ldslich ist. Dureh Absaugen des unléslichen Barium- 
silzes geht das Hauptprodukt in das Filtrat iiber. Das unldsliche bleibt 
im Riickstand. 

a) Filtrat (der Hauptanteil). 

Das Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsiure vorsichtig bis zu kongosaurer 

Reaktion angesiiuert und ausgefiillt. Diese Siiure wurde dann abgesaugt und 





1) Jl. of Biol. Chem. (Tokio), Bd. 7, S. 287 (1927). 
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mit groben Mengen Wasser moglichst gut ausgewaschen. Durch wiederholte 
Herstellung des Bariumsalzes und Wiederfillung mit verdiinnter Salzsiiure 
wurde die reine Séure erhalten. Zuniichst wurde sie aus Eisessig umkry- 
stallisiert. Sie krystallisiert in langen Tafeln. Durch mehrmaliges Um- 
krystallisieren aus verdiinntem Eisessig kann man sie in Form von schénen, 
feinen Nadeln erhalten, indem man die essigsaure Lésung plétzlich ab- 
kiihlt. Nach mehrmaliger Umkrystallisierung schmilzt sie bei 234—235° C. 
Dieser Wert liegt natiirlich héher als der von Schoda angegebene. Die 
Siiure ist im heiben Wasser wenig léslich. 
b) Riiekstand (der kieine Teil). 

Der Riickstand wurde durch Natriumearbonat zerlegt, in das Na-Salz 
iibergefiihrt, das natirlich im Wasser sehr leicht léslich ist. Diese Siure 
ist schwer krystallisierbar. Ich habe sie aus Materialmangel leider nicht 
niher untersucht. Die Lésung dieser Siiure wird beim Erkalten gelatinds. 


c) Athylester der Oxytricarbonsiure. 

10 ccm absoluter fthylalkoholischer Lésung der Oxytricarbonsiure 
wurden einige Tropfen konzentrierter Schwefelsiiure zugesetzt und auf 
dem Wasserbade 45 Minuten lang gekocht. Der Ester, der mit Sodaliésung 
ausgewaschen und aus Athylalkohol umkrystallisiert worden ist, schmilzt bei 
128—129 ”. 

d) Acetylierung der Oxytricarbonsiure. 

0,1 ¢ Oxytricarbonsiiure wurde in 1,5 cem Pyridin geldst, mit 1,5 cem 
Essigsiiureanhydrid versetzt und 24 Stunden lang in Zimmertemperatur 
stehen gelassen. Dann wurde es noch 2 Stunden lang auf dem Wasserbade 
erwiirmt und zunichst durch Zusatz von Wasser bis zur leichten Triibung 
zur Krystallisation stehen gelassen. Es schied sich das Acetylderivat nach 
einigen Stunden in priichtigen Nadeln aus. Die Acetyl-Oxytricarbonsiiure 
scheidet sich aus konzentrierter alkoholischer Lésung in sehr feinen Nadeln 
aus. Dabei erstarrt die Lésung gelatinés. Die aus der groBen Menge von 
verdiinntem Alkohol umkrystallisierte Siure schmilzt bei vélligem Trocknen 
gegen 145° unscharf (sie beginnt schon bei 141° zu sintern, gegen 145 bis 


orn 0 


150° triib fliissig zu werden und schmilzt bei 225° ganz klar). 

Titration: 
0,0118 g Substanz verbrauchten 1,44 ccm n,20-NaOQH-Lésung. 
Aquivalent: 

Fiir C,,H,,O, + H,O Ber. 498,3 = 166 Gef. 164. 
Analyse: 
0,0626 ¢ Substanz gaben 0,1436 g Kohlensiiure und 0,0481 g Wasser. 

Fir C,,H,,O, + HO Ber. 62,65°/, C und 8,43°/, H, 

ee. 62,56 , » S85? a» 


6. Urso-desoxybiliansaure C,,H..0. aus Dehydro-urso-desoxy- 
cholsaure. 


1,0 ¢g Dehydro-urso-desoxycholsiiure wurde in 200 cemn/20-NaQH-Loésung 
gelist und auf 0°C abgekiihlt. Der abgekiihlten Lésung wurden 100 cem 
einer 1° ,igen Kaliumpermanganatlisung unter Kiihlung und Schiittelung 
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tropfenweise zugesetzt und im Eisschrank stehen gelassen. Nach ungefiihr 
15 Stunden entfirbte sich die Lisung vollkommen. Nun wurden zur Lésung 
weitere 25 ccm einer 1°/,igen Permanganatlésung hinzugesetzt. Nach 
24 Stunden wurde die Lésung mit Natrium-bisulfit und Schwefelsiiure ver- 
setzt, um die entstandenen Manganoxyde zu zerlegen und die Gallensiiure 
gleichzeitig auszufallen. Die hier ausgefiillte weiBe Masse wurde abgesaugt 
und mit Wasser mehrmals wiederholt ausgewaschen. Die Siiure wurde in 
verdinntem Ammoniak gelést, mit einer 10°/,iger Bariumchlorig-lésung 
versetzt und 15 Minuten lang auf dem Sandbade aufgekocht, es schied sich 
dabei eine flockige Masse schnell aus. Nach dem Erkalten wurde die 
flockige Masse abgesaugt und kurz mit kaltem Wasser ausgewaschen. Aus 
diesem Filtrate habe ich die Urso-desoxybiliansiiure und aus dem Riickstand 
die isomere Urso-desoxybiliansiiure erhalten. 

a) Filtrat. 

Das Filtrat wurde mit verdiinnter Salzsiure vorsichtig angesiiuert und 
ausgefillt. Diese Fallung wurde abgesaugt und mit Wasser gut ausgewaschen. 
Die Siiure wurde noch zweimal iiber das Ba-Salz von der beigemengten 
Iso-Siure befreit und aus verdiinntem Eisessig umkrystallisiert. Sie ist 
sehr leicht im Eisessig und Alkohol lislich. Die reine Siure krystallisiert 
leicht in schénen Tafeln, hiufig auch in Bliittchen oder in sehr langen 
Tafeln. Die Krystalle sind margaretblumenartig angeordnet. Die mehrmals 
aus Alkohol umkrystallisierte Saure schmilzt bei 230—232°C. 

Titration: 

0,0382 g Substanz verbrauchten 5,02 ecm n/20-NaOH, sowohl bei 25°C 
als auch bei 75°C. 


Aquivalent: 
Fir C,,H,,0, + H,O Ber. 454,3 = 151 
Gef. 152. 

Die Siure ist also dreibasisch. 
Analyse: 
0,0910 g Substanz gaben 0,2127 g Kohlensiiure und 0,686 g Wasser. 

Fir C,,H,,0, + H,O Ber. 63,44°/, C 8,37°/, H 

Gef. 63,75  ,, 844. 


b) Riickstand. 


Der Riickstand (das im Wasser unldésliche Ba-Salz) wurde mit Natrium- 
carbonat zerlegt und das gebildete Bariumcarbonat abfiltriert. Das Filtrat 
wurde noch warm mit verdiinnter Salzsiiurelésung angesiiuert Die hier 
allmihlich ausgeschiedene freie Siure wurde durch nochmalige Erwirmung 
auf dem Wasserbade in krystallinischer Form gewonnen. Sie krystallisiert 
in sehr feinen Nadeln. Aus verdiinntem Eisessig krystallisiert die Siure 
in sehr feinen langen Nadeln aus. Dabei bildet die Siure einen gelatinésen 
Krystallbrei. Dieser Krystallbrei wurde im Wasser zusammengeballt, even- 
tuell unter schwacher Erwiirmung, abgesaugt und aus Alkohol umkrystalli- 
siert. Sie krystallisiert aus Alkohol in kurzen Nadeln. Sie schmilzt bei 
239—241°C (beginnt bei 235° zu sintern). Die Ausbeute ist sehr schlecht 
und betrigt etwa 1/,, der Urso-desoxybiliansiuremenge. 

Titration: 

0,0113 g Substanz verbrauchten 1,45 eem n/20-KOH-Lésung. 
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Aquivalent: 


Fiir C,,H,,0, + 2H,O (dreibasisch) Ber. 158 °/, 
Gef. 156. 


7. Urso-desoxybiliansdure aus Oxytricarbonsdaure. 


0,5 g Oxytricarbonsiiure wurden in 5 cem Eisessig gelést und mit 
0,6 g Chromsiureanhydrid in 5 cem Eisessig und 1,0 cem Wasser gelost, 
tropfenweise in der Kilte unter kraftigem Umschiitteln vorsichtig versetzt. 
Nach 1,5 Stunden wurde die Lésung mit viel Wasser verdiinnt und die 
ausgeschiedene weibe Masse gut ausgewaschen. Die Siure wurde zuniichst 
aus verdiinntem Eisessig umkrystallisiert. Sie krystallisiert aus einer 
opalisierenden Fliissigkeit in prichtigen Tafeln mit einigem amorphen Ver- 
unreinigungen beigemengt aus. Die schénen Krystalle wurden gesammelt 
und mehrmals aus verdiinntem Eisessig umkrystallisiert. Die gereinigte 
Siure schmilzt bei 232°C scharf. 

Die isomere Siiure, die bei der Herstellung dieser Siure aus Dehydro- 
u.rso-desoxycholsiiure erhalten worden ist, wurde hier nicht gefunden, Die 
Ausbeute betriigt etwa 0,1 g. Die Identitit beider Priiparate, von denen 
das eine aus Dehydro-urso-desoxycholsiure und das andere aus Oxytricarbon- 
siiure erhalten worden ist, wurde durch Bestimmung des Mischschmelz- 
punktes festgestellt. Der Mischschmelzpunkt beider Séuren liegt bei 231 bis 
232°C und zeigt keine Depression. 

Analysen: (getrocknet im Vakuum 6 Stunden bei 110°C) 


1. 0,0616 g Substanz gaben 0,1490 g Kohlensiiure und 0,0448 g Wasser. 
2. 0,0834 g ™ » 90,2013 g - » 0,0620¢ ,, 
Fiir C,,H,,0, Ber.  66,02°/, C_ —- 8, 82°/, H 
Gef. 1. 65,97 ,, 814 , 
2. 65,83 , 832 ,, 


Schmelzpunktsiibersicht. 


a) Uxytricarbonsiiure . . . . . 234—235°C 
b) Urso-desoxybiliansiure aus Diketosiiure 230— 232°C 
c) Urso- -desoxybiliansiure aus Oxytricarbonsiiure 231—232°C 
d) Urso-iso-desoxybiliansiiure . . . . . . . 239—241°C 


Mischschmelzpunkte. 
(a + b) 225—226°C Depression um 6—9°C 
(a+c) gegen 224°C Depression um 8—11°C 
(b+ c) 231—232°C keine Depression. 


Urso- desoxybiliansiure-trimethylester. 
Der durch Einleiten von getrocknetem Chlorwasserstoffgas in die 


methylalkoholische Urso-desoxybiliansiiure-lésung hergestellte Trimethy!- 
ester schmilzt bei 152° C. 


8. Pentacarbonsaure? aus Urso-desoxybiliansaure. 


0,7 g Urso-desoxybiliansiiure wurde mit 2,0 ccm Salpetersiure (D = 1,40) 
vorsichtig iibergossen und das Gemisch zuniichst bei 15°C einige Zeit lang 
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belassen. Die Siiure lést sich in der Salpetersiure beim Schiitteln all- 
mihlich auf. Dann wurde die Temperatur allmihlich bis auf 38°C ge- 
steigert. Bei einer raschen Steigerung von Temperatur tritt hiufig eine 
stiirmische Reaktion auf. Nach etwa 3 Stunden schied sich das Reaktions- 
produkt in krystallinischer Form reichlich aus. Nach 10 Stunden wurde 
das Gemisch auf dem Wasserbade vorsichtig bei etwa 75°C einige Stunden 
lang erwirmt, bis endlich das NO,-Gas voéllig entwichen ist. Dann wurde 
die ausgeschiedene Krystallmasse mittels eines Asbestfilters abgesaugt und 
mit eiskalter Salpetersiure kurz ausgewaschen. Das Oxydationsprodukt 
wurde in verdiinntem Ammoniak gelést, mit verdiinnter Salzsaure ausgefillt, 
abgesaugt, mit Wasser gut ausgewaschen und getrocknet. Zuniichst wurde 
sie aus Alkohol umkrystallisiert. Die Ausbeute betrug etwa 0,1 ¢g. Die 
Siiure ist in heiBem Wasser léslich und krystallisiert in feinen Nadeln yon 
dem Schmelzp. 231°C (unter starkem Aufschiumen). 

Titration: 

0,0136 g Substanz verbrauchten 2,71 cem n/20-NaQH-Lésung. 

Aquivalent: 


Fir C,,H,,0,, Ber. 484,5 = 97 
Gef. 100. 


9. Pentacarbonsaure aus Dehydro-urso-desoxycholsaure. 


2,0 g Diketosiiure wurde mit 8,0 ccm gut abgekiihlter Salpetersiure 
(D = 1,40) tibergossen und unter Schiitteln gelést. Das Gemisch wurde 
zuniichst bei Zimmertemperatur einige Stunden lang belassen und dann bei 
42°C unter Sonnenschein stehen gelassen. Nachdem die Hauptreaktion 
voribergegangen ist, wurde das Gemisch bei Zimmertemperatur itiber Nacht 
stehen gelassen. Schon gegen Ende der Hauptreaktion schied sich die 
Siiure allmiihlich in kristallinischer Form aus. Nachdem diese iiber Nacht 
stehen gelassen wurde, wurde die Krystallmasse durch ein Asbestfilter ab- 
gesaugt und mit eiskalter Salpetersiiure kurz und dann mit Wasser aus- 
gewaschen. Da die Siiure sich aus verdiinntem Eisessig nicht krystallisieren 
lie’, habe ich die Siiure aus der Essigsiurelésung mit Ather ausgezogen. 
Die aitherische Lésung wurde getrocknet und verdunstet. Die bier zuriick- 
gebliebenen Krystalle wurden gesammelt und aus verdiinntem Alkohol (30°/,) 
umkrystallisiert. Sie krystallisiert in Blittchen oder in Prismen. Der 
Schmelzpunkt der reinen Siure liegt bei 225°C (unter starkem Aufschiumen). 
Ausbeute etwa 0,2 g. 

Der Mischschmelzpunkt beider Priiparate aus Urso-desoxybiliansiure 
und Diketosiiure liegt bei 228—229°C. 


10. Lithobiliansaure aus Urso-desoxybiliansaure. 
(Reduktion nach Clemmensen) 

0,5 g Ketotricarbonsiiure wurde in 50 cem Eisessig gelést, 5 g frisch 
bereitetes amalgamiertes Zink zugesetzt, wobei das Gemisch in lebhaftes 
Sieden gerit. Danach wurde dem Gemisch im Laufe von 8 Stunden 
50 cem Eisessig und 50 cem konzentrierter Salzsiiure nach und nach zu- 
gefiigt. Nach dem Erkalten im Eisschrank tiber Nacht schied sich das 
Reaktionsprodukt in sehr schénen Krystallen aus. Diese Krystalle sind 
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schéne schneeweibe lange prismatische Nadeln. Die Krystalle wurden ab- 
gesaugt, zuniichst mit verdiinntem Kisessig, dann mit Wasser gut ausgewaschen 
und getrocknet, und wogen etwa 0,1 g und schmolzen bei 266—271°C. 
Die Siure ldést sich leicht im Alkohol, schwerer im Eisessig, Die Siure 
schmolz schon nach der ersten Umkrystallisation bei 275—277°C. Erst 
nach mehrmaligem Umkrystallisieren aus Alkohol schmilzt die Siure endlich 


af 


278°C (kreuzformig angeordnete Rosetten). 
Aus der Reduktionsmutterlauge habe ich ein Gemisch von unbekannten 


Siuren erhalten. Eine nihere Untersuchung dieses Gemisches ist noch im 


Gang. 


Titration: 
1. 0,0104 g Substanz verbrauchten 1,45 cem n/20-KOH-Lésung. 


2. 0,0134 g ™ - 1,86 cem n/20-NaOQH-Liésung. 
Aquivalent: 
Fiir C,,H,,0, (dreibasisch) Ber. 141°/, 
Gef. 1. 143 
2. 144 


Analysen (A. Schoeller): 
1. 5,144 mg Substanz gaben 12,800 mg Kohlensiiure und 4,14 mg Wasser, 


2. 4,738 mg " »  11,800mg 9 » 386mg ,, 
Fiir C,,H,,0, Ber. 68,20°', C 9,07°/, H 
Gef. 1. 67,88 - 9,02 - 
2. 67,94 - 9,12 a 


Methylester der Siaure. 
Die Siiure wurde in absolutem Metbanol gelést und mit einer kleiner 


Menge konzentrierter Schwefelsiure unter RiickfluB 1 Stunde lang gekocht. 
Der durch Wasser ausgefillte Ester wurde mit verdiinnter Sodalésung aus- 
gewaschen und aus Methanol umkrystallisiert. Schmelzpunkt dieses Esters 


liegt bei 112°C. 


Mischschmelzpunktsbestimmung: 
Die neue Siure vom Schmelzp. 276—278°C und die aus Biliansiure 


nach Borscheschen Vorschriften bereitete Lithiobiliansiiure') vom Schmelz- 
punkt 279°C wurden unter gutem Zerreiben gemischt. Das Gemisch schmilzt 
bei 277—278°C und zeigt keine Depression. Ein Priiparat vom Schmelz- 
punkt 277—279°C mit Lithobiliansiure vom Schmelzpunkt 278°C gemischt, 
schmolz scharf bei 278°C. Hier ist also keine Depression erkennbar. 


Der Trimethylester dieser Siure von dem Schmelzp. 112°C wurde mit 


Lithiobiliansiure-trimethylester von dem Schmelzp. 107—109°C gemischt. 
Das Gemisch schmolz bei 108—110°C, Der Ester vom Schmelzp. 107,5 bis 
110,5°C schmolz bei 108—110,5° C. Also ist hier auch keine Schmelz- 


punktserniedrigung erkennbar. 


Die Identitiit beider Siuren ist nun vdllig 


bewiesen. 


Zum Schlusse fiihle ich mich verpflichtet, der Kaiserlichen 


Akademie der Wissenschaften fiir ein gewiihrtes Stipendium und 


Herrn Prof. Dr. T. Schimizu fir seine freundlichen Unterstiitzungen 
dieser Arbeit ergebenst zu danken. 





1) Borsche u. Hallwass, Chem. Ber. Bd. 55, S. 3318 (1922). 
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Uber das Neo-ergosterin. 


Von 


Kurt Bonstedt. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universitats-Laboratorium Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 20. September 1929.) 


In einer Verdffentlichung von Windaus und Borgeaud?) 
wird die photochemische Dehydrierung des Ergosterins beschrieben, 
die zu einem Pinakon fihrt. Der Vorgang verliiuft nach der 
Gleichung 2C,,H,,O = C,,H,,0, + H,; der Wasserstoff wird hier- 
bei von dem fluorescierenden Farbstoff aufgenommen. Dieses 
Ergopinakon liefert bei der Destillation im Hochvakuum in 
schlechter Ausbeute einen Alkohol, das Neo-ergosterin, das 
Windaus und Borgeaud fiir ein Isomeres des Ergosterins an- 
sehen. AuBer dem Alkohol selbst haben sie nur noch sein Acetat 
beschrieben. Auf Veranlassung von Herrn Prof. Windaus habe 
ich einige Versuche mit dem Ergopinakon und dem Neo-ergosterin 
vorgenommen, doch haben die Versuche wegen der schwierigen 
Zuginglichkeit der betreffenden Stoffe nicht sehr ausgedehnt 
werden kénnen. 

Wiahrend das Ergopinakon die Salkowskische und die 
Liebermann-Burchardsche Farbenreaktion in ahnlicher Weise 
wie das Ergosterin zeigt und bei der Bestimmung der Anzahl der 
Doppelbindungen mit Benzopersiiure die erwartete Zahl von 
sechs Doppelbindungen ergibt, verhilt sich Neo-ergosterin ganz 
anders. Das Neo-ergosterin zeigt weder die Salkowskische noch 
die Liebermann-Burchardsche Farbenreaktion: die Kinwirkung 
von Benzopersaure auf Neo-ergosterin labt nur eine Doppelbindung 
erkennen, und bei der Behandlung mit iiberschiissigem Brom ent- 
steht nur ein Dibromid, das bei 212° unter Zersetzung schmilzt. 
Auch aus dem Neo-ergosterylacetat entsteht nur ein Dibromid, 

') Windaus u. Borgeaud, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 460, S. 235 


(1928). 
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das bei 183° schmilzt. Durch Natrium und Alkohol wird Neo- 
ergosterin nicht veriindert; bei der katalytischen Hydrierung mit 
Platin und Eisessig in der Wirme entsteht ein Kohlenwasserstoti 
C,.H,, vom Schmelzp. 69° und einer Drehung von + 26,9°. Bei 
der katalytischen Hydrierung wurde also ein Mol Wasserstoft 
addiert und eine Hydroxylgruppe durch Wasserstoff ersetzt. 

Diese Befunde beweisen, daB bei der Spaltung des Pinakons 
eine tiefgreifende Verinderung im Kohlenstofiskelett des Ergosterins 
eintritt; von den drei Doppelbindungen verschwinden zwei, méglicher- 
weise bildet sich in einer vorliufig noch nicht klar zu ibersehenden 
Reaktion ein aromatisches Ringsystem aus. 


Ergopinakon C,.H..0,. 
Farbenreaktionen: 
Bei der Liebermann-Burchardschen Farbenreaktion treten 
der Reihe nach die Farben Rot, Blauviolett, Blau, Griin auf. 


Bei der Salkowskischen Reaktion bleibt das Chloroform 
farblos, die Schwefelsaure wird zunichst orangerot, spiter tiefrot. 


sestimmung der Doppelbindungen mit Benzopersiiure. 


Je 14,5 mg Ergopinakon verbrauchten nach: 


24 Stunden 1,4 mg Sauerstoff 
48 rm ie? + - 
72 ‘a iS » ” 
9% 4, iy. és 
1200, is _ 


Es berechnen sich fiir sechs Doppelbindungen 1,8 mg Sauerstofi. 


Neo-ergosterin C,,H,,0 oder C,,H,,0. 

Das optische Drehungsvermégen betrug bei 17° in Chloroform- 
lésung [@¢]p>' = — 11,0° (ce = 4,75, @ =— 0,52°, 1 =1 dem). Der 
Schmelzpunkt wurde zu 154° (korr.) gefunden. 

Das Acetat schmolz bei 118° (korr.). 


Analyse: 3,054 mg Substanz gaben 9,193 mg CO,, 2,843 mg H,0. 


3,249 mg " » 9,805 mg CO,, 3,007 mg H,O. 
Cy H,,0, Ber. 82,409, C 10,02°/, H 
C,°H,,0, » 82,01 10,45 
Gef. 82,10 10,42 
» - 82,31 10,36 | 


Neo-ergosterin gibt nicht die Farbenreaktionen von Salkowsk1 
und von Liebermann-Burchard. 
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Bestimmung der Doppelbindungen mit Benzopersaure. 


Je 25,7 mg Neo-ergosterin verbrauchten nach: 


12 Stunden 0,84 mg Sauerstoft 
7) ae im . 
36, a .. a 
48 - ie « ¥ 
96 9 - aan 9 


Es berechnen sich fiir eine Doppelbindung 1,1 mg Sauerstoff. 


Je 20,6 mg Neo-ergosterin verbrauchten nach: 


7 Stunden 0,6 mg Sauerstoff 
20 ” 0,9 ,, ” 
30, ao, m 
4, Lo ,, “ 

Ss . i « a 
140 ” 1,1 ,, ” 


Ks berechnen sich fir eine Doppelbindung 0,9 mg Sauerstoff. 


Einwirkung von Brom auf Neo-ergosterin. 

100 mg Neo-ergosterin wurden in 10 ccm Ather gelést, in 
diese auf 0° abgekihlte Lésung wurden 17 ccm einer 1°/,igen 
Lésung von Brom in Eisessig hinzugegeben; nachdem das Reaktions- 
gemisch finf Minuten bei 0° gestanden hatte, wurde das iiber- 
schiissige Brom mit schwefliger Saiure entfernt und das Material 
durch Zusatz von Wasser ausgefallt, abfiltriert und mehrmals aus 
Aceton—Methanol und KEssigester-Methanol umkrystallisiert. Das 
gebildete Dibromid krystallisierte in feinen Nadeln und schmolz 
bei 212° unter Zersetzung. 

Analyse: 3,799 mg Substanz gaben 1,120 mg Br. 

C.,H,,OBr, Ber. 29,63°/, Br 
Jor H,,OBr, 5 29,52 
Gef. 29,49 

100 mg Neo-ergosterylacetat wurden in gleicher Weise mit 
Brom behandelt. Das entstandene Produkt wurde mehrfach aus 
Aceton—Methanol umkrystallisiert, es bildet feine Nadeln, die be: 
183° schmelzen. 

Analyse: 3,571 mg Substanz gaben 0,962 mg Br. 

C,,H,,.0, Br, Ber. 27,49°/, Br 


C,,H,,0.Br, » me 
Gef. 26,94 


Katalytische Hydrierung des Neo-ergosterylacetats. 
800 mg Neo-ergosterylacetat wurden in 80 ccm Kisessig ge- 
lést und bei 60° mit Platin und Wasserstoff geschiittelt. Beim 
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Abkiihlen schieden sich kleine Blattchen aus, die nach mehr- 
maligen Umkrystallisieren aus Eisessig und Essigester—Hisessig 
bei 69° schmolzen. [e]>* = + 26,9° (c = 2,75, a@ = 4+ 0,74°, 
1 = 1 dem, Chloroform als Lésungsmittel). 


Analyse: 3,436 mg Substanz gaben 11,073 mg CO,, 3,622 mg H,O. 


3,607 mg - ‘ 11,649 mg CO,, 3,797 mg H,O. 
CH. Ber. 88,52°/, C 11,48°/, H 
C,H, ” 88,05 11,95 
Gef. 88,08 11,78 
» 87,89 11,80 


Einwirkung von Natrium und Alkohol auf Neo-ergosterin. 


100 mg Neo-ergosterin wurden in 20 ccm absolutem Alkohol 
6 Stunden mit Natrium behandelt. Es wurde unverandertes 
Ausgangsmaterial wiedergewonnen. 


Digitonid des Neo-ergosterins. 


50 mg Neo-ergosterin wurden in 5 ccm Alkohol gelést und 
mit einer alkoholischen Lésung von 150 mg Digitonin versetzt; 
nach 24 stiindigem Stehen hatten sich in der Lésung kleine Flocken 
abgeschieden, deren Menge durch Zusatz von Wasser vermehrt 
werden konnte. Das entstandene Digitonid gab schon bei der 
Extraktion mit Benzol das Neo-ergosterin annihernd vollstandig ab. 
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Uber Sphingosin. 
(10. Mitteilung iiber Cerebroside.' 


Von 
e. Klenk. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Tibingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. September 1929.) 


Schon wiederholt*) wurde darauf hingewiesen, dab die Fett- 
siuren der Gehirnlipoide im wesentlichen der C,,.. und der 
C,,---Gruppe angehéren, daB sie also eine Kohlenstoffkette be- 
sitzen, deren Gliederzahl durch 6 teilbar ist. Es wurde dies als 
Anzeichen dafiir gedeutet, daB diese Fettsiuren mdéglicherweise 
aus Kohlehydraten und zwar aus Hexosen entstehen, derart dab 
wihrend den einzelnen, im iibrigen noch nicht niiher definierten 
Phasen des Vorgangs die 6 gliedrige Kohlenstoffkette des Zuckers 
erhalten bleibt. In diesem Zusammenhang verdienen auch die 
in der vorliegenden Arbeit gemachten Feststellungen Beachtung, 
wonach es kaum mehr zweifelhaft sein kann, daB ein weiteres, 
wichtiges Spaltprodukt der Gehirnlipoide — das Sphingosin, dem 
man bis dahin die Formel C,,H,,NO, zuschrieb, ein Kohlenstoff- 
atom mehr besitzt als angenommen und daB demnach auch dieser 
den héheren Fettsiuren nahestehende, zweiwertige Aminoalkohol 
der C,,..-Gruppe angebdrt. 

Im Laufe einer bis jetzt noch nicht abgeschlossenen Unter- 
suchung, welche zum Ziel hat durch Ozonidspaltung des Tri- 
acetyl-sphingosins die noch offene Frage iiber die Verteilung der 
NH,- und der beiden OH-Gruppen auf die Kohlenstoffatome a, b 
und ¢ im Sphingosinmolekiil [1] einer Lisung entgegenzufiihren, 
ergab sich, daB die neben dem stickstoffhaltigen Acetylkérper 
dabei auftretende Fettsiure nicht Tridecylsiure C,,H,,O, wie 

') 9. Mitteilung, Diese Zs. Bd. 179, S. 312 (1928). 

?) Diese Zs. Bd. 174, S. 214 (1928); Bd. 179, S. 312 (192%). 
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nach der von Levene und West!) fiir die Base aufgestellten 
Konstitutionsformel I zu erwarten wire, sondern Mpyristinsiure 
C,,H,,O0, ist. AuBer dieser Siure wurde auch der zugehdrige 
Aldehyd C,,H,,O isoliert und durch das Oxim charakterisiert. 

Dieses Resultat machte es notwendig, die Angaben, daB bei 
der Oxydation des Sphingosins mit Chromsiure n-Tridecylsiure 
(Lapworth*), Levene und West')), bei der Oxydation des 
Dihydro-sphingosins dagegen n-Pentadecylsiiure entstehe (Levene 
und West')) und demnach die doppelte Bindung zwischen dem 
13. und 14. C-Atom von der endstindigen Methylgruppe an ge- 
rechnet sich befinden wiirde, nachzupriifen. Die sorgfiltige 
Reinigung der Rohsiiuren fiihrte im ersten Fall zu Myristinsiure 
wie im obigen Versuch, im zweiten Fall zu Palmitinsiure, so dab 
daraus die Lage der doppelten Bindung zwischen dem 14. und 
15. C-Atom sich ergibt. 

Falls man weiterhin an der Bruttoformel C,,H,,NO, festhalten 
wollte, so wiire fiir eine NH,- und zwei OH-Gruppen im Sphingosin- 
molekiil nicht geniigend Platz vorhanden. Da aber die Anwesen- 
heit von diesen 3 Gruppen als einwandfrei nachgewiesen gelten 
darf, so kaun die bisher angenommene Bruttoformel nicht richtig 
sein und es fragt sich, ob dem Sphingosin nicht die um ein 
C-Atom reichere Formel I] zukommt. 

c b a 
I CH,-(CH,),,-CH : CH-CHOH-CHOH-CH,NH,*) (C,,;H,;NO.). 
II CH,-(CH,),.-CH : CH-CHOH-CHOH-CH,NH,*) (C,,H,,NO,). 


Es wurden deshalb noch eine Reihe von verschiedenen, gut 
krystallisierenden Derivaten (Triacetyl-sphingosin, Dihydro-sphingo- 
sin-pikrat und Dihydro-sphingosin-bromid) analysiert. Die ge- 
fundenen Werte stimmen durchweg gut auf die Formel C,,H,,NO, 
fiir Sphingosin, nicht dagegen auf die Formel C,,H,,NO,. 

In Widerspruch hierzu steht die Mehrzahl der von Levene und Mit- 


arbeitern *) mitgeteilten analytischen Werte, die der Hauptsache nach der alten 
Sphingosinformel mit 17 C-Atomen entsprechen. 

Nicht ganz so eindeutig aber sind die Analysenergebnisse aus Thier- 
felders Arbeiten, die auch mit der neuen ebenso gut wie mit der alten 
Formel in Einklang zu bringen sind. So zeigte zwar das erste von Thier- 


‘) Verteilung der OH-Gruppen und der NH,-Gruppe auf die Kohlen- 


stoffatome a, b und ¢ noch willkiirlich. 
1) Jl. of. Biol. Chem. Bd. 16, 8S. 549 (1913/14); Bd. 18, S. 481 (1914). 
*) Jl. of the chem. Soc., London, Bd. 103, 5. 1029 (1913). 
*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 11, S. 547 (1912); Bd. 24, S. 63 (1916). 
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felder') aus Cerebron durch Spaltung mit wiBriger Siure gewonnene, als 
Sulfat analysierte Priiparat auf C,,.. stimmende Werte; jedoch waren in 
den spiiter von Thomas uud Thierfelder*) durch Spaltung mit methy! 
alkoholischer Saiure dargestellten Priiparaten auch nach médglichst weit- 
gehender Entfernung des daneben noch vorhandenen methylierten Sphingo- 
sins die C-Werte wesentlich héher. 
Fiir C,,H,,NO,-1 H,SO, 
Ber. C 61,08°/, H 10,78°,, N 4,19%/, H,SO, 14,67°, 
Ber. C 62,07", H 10,929, WN 4,02°, H.SO, 14,08°/, 
Gef. C 61,09°/, H 10,879, N 4,08%, H,SO, 14.85°, (Thierfelder) 
(Mittelwerte, 3CH-Best.) 


Gef. C 61,83°/, H 11,12°), N 3,989), H,SO, 14,76°/, (Thomas und 
(Mittelwerte, 8CH-Best. Thierfelder). 


Um die hohen C-Werte im letzten Fall zu erkliiren, haben Thomas 
und Thierfelder angenommen, daB die Abtrennung des methylierten 
Sphingosins nicht vollig gelang. Indessen hatte dann die Beimengung un- 
wahrscheinlich groB sein miissen. 

Was das bei der Spaltung des Cerebrons mit methylalkoholischer 
Schwefelsiiure neben dem Sphingosin noch auftretende methylierte Sphingosin, 
dessen Chlorid der Formel C,,H,;,NO,-HC1 entspricht (Kitagawa und Thier- 
felder®)) und das fiir Dimethyl-sphingosin [III| gehalten wurde, betrifft, so 
wiirde es sich hier unter Zugrundelegung der neuen Formel um ein Mono- 
methyl-sphingosin [IV] handeln 


IIL CH,-(CH,),,-CH: CH-CHOCH,-CHOCH,-CH,NH, 
IV CH,-(CH,),.+CH : CH-CHOH-CHOCH,-CH,NH, 


und das von Riesser und Thierfelder*) bei der Spaltung des Cerebrons 
mit ithylalkoholischer Schwefelsiure isolierte, als unreines Diiithyl-sphingosin 
C,,H,,N-(OC,H;\, angesehene Produkt wiirde sich als ein reines Monoithy]- 
sphingosin C,,H,,NO-(OC,H,) erweisen. 

Fiir C,,H,,NO,+HCl Ber. C 66,75°, H 11,66°/, N 3,71°/, Cl 9,4 °, 


Fiir C,,H,,NO,-HCl + — 6888 »» 11,64 »» 3,85 » 9,78 
(Mittelwerte, 4CH-Best.) Gef. ,, 66,19 » 11,43 » 3,91 » 9,89 


Damit fiinde auch die bis jetzt noch ungeléste Frage iiber die Ent 
stehung dieser vermeintlichen dialkylierten K6érper bei der Spaltung des 
Cerebrons mit alkoholischer Schwefelsiure ihre Krledigung. Die Erkliirung 
fiir das Auftreten der monoalkylierten Sphingosine macht weniger Schwierig- 
keiten. Die Alkylgruppe tritt an jene der beiden OH-Gruppen des Sphingo- 
sins ein, die an der Galaktosidbindung beteiligt ist. 





21 (1904). 


') Diese Zs. Bd. 43, 
17, S. 511 (1912). 


*) Diese Zs. Bd 


LP. 


- 9 
3) Diese Zs. Bd. 49, S. 286 (1906). 
4) Diese Zs. Bd. 77, 8. 508 (1912). 
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SchlieBlich haben auch Klenk und Hiirle') fiir das Chloroplatinat der 
trimethylierten Ammoniumbase des Monomethyl-sphingosins C-Werte ge- 
funden, die héher waren als die von der Theorie geforderten. Auf die um 
ein C-Atom reichere Formel stimmen dagegen die Werte mit Ausnahme der 
des einen Priparats, das durch Methylierung von Sphingosin gewonnen war. 


Fiir (C,,H,,NO,),- PtCl, Ber. C 45,95°/, H 8,46°, 
Fiir (C,,H,,NO,), - PtCl, sy, 46,94 ,5 8,60 
Chloroplatinat, durch Spaltung aus methy-) Gef.  ,, 47,3 » os 
liertem Galaktosido-sphingosin gewonnen{ s oo » 37 
Dasselbe Priparat, finfmal umkryst. »» 46,8 » Oe 
Chloroplatinat, durch Methylierung 
von Sphingosin gewonnen » 9 47,8 » 8,7 


Kine Zusammenstellung der Spaltstiicke der Cerobroside er- 
gibt nun folgendes Bild: 
Cerebronsiiure 
C,H 4305 
Lignocerinsiure Sphingosin Galaktose 
C,,HysOs C,,H,;NO, C,H},0¢ 
«-Oxynervonsaure 
C,H 40s 
Nervonsidure 
C,,H,,0, 

In Ubereinstimmung mit der oben erwahnten Regelmifigkeit 
sind also die Cerebroside ausschlieBlich nur aus Kérpern mit einer 
Kohlenstofikette aufgebaut, deren Gliederzahl 6 oder ein Viel- 
faches von 6 ist. Ks ist so die Méglichkeit gegeben, daB das 
ganze Cerebrosidmolekil, nicht nur die Fettsiure, unmittelbar 
aus Hexosen nach dem bereits angedeuteten Prinzip hervorgeht. 
(Gegen eine andere, ebenfalls naheliegende Annahme der Ent- 
stehung aus bereits vorgebildetem Fett sprechen die strukturellen 
Besonderheiten der am meisten charakteristischen Spaltstiicke 
(Sphingosin, Cerebronsdure C,, H,,. CHOH.COOH, e-Oxynervonsiure 
C,,H,,.CHOH.COOH). Ein solcher Umbau miBte entgegen der 
Regel der #-Oxydation erfolgen und es liegt kein Grund vor, an 
der allgemeinen Giiltigkeit dieser Regel zu zweifeln. 


Ozonabbau von Triacetyl-sphingosin. 

6,46 ¢ Triacetyl-sphingosin wurden in drei etwa gleich groBen 
‘Teilen, die in je 30ccm Kisessig gelést waren, durch Hinleiten 
von ozonhaltigem Sauerstoff bis zur Siattigung ozonisiert. Nach- 
dem sich in Vorversuchen gezeigt hatte, daB die Spaltung des 


') Diese Zs. Bd. 178, S. 221 (1928). 
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Ozonids durch Erhitzen der Eisessiglésung auf dem Wasserbad 
in der Regel weitgehende {an der starken Brauntiirbung der ur- 
spriinglich vollig farblosen Liésung erkennbaren) Zersetzung zur 
Folge hatte, wurde eine auch schon von F. G. Fischer’) be- 
schriebene Methode der reduktiven Spaltung mit katalytisch er- 
regtem Wasserstoff beniitzt. Die Kisessiglésung schiittelte man 
nach Zugabe des Katalysators (0,7 g auf Bariumsulfat nieder- 
geschlagenes Palladium’) in einer Wasserstoffatmosphire. 

Die Menge des aufgenommenen Wasserstoffs betrug 72 bzw. 99 bzw. 
108 cem H, (0°, 760mm Hg) fiir 2,00 bzw. 2,21 bzw. 2,25g Triacetyl 
sphingosin; ber. 105 bzw. 116 bzw. 118 cem Hy, (auf 1 Mol ‘Triacetyl- 
sphingosin 1 Mol H,). In Fischers Versuchen war die Wasserstoff- 
aufnahme nur etwa ein Drittel der theoretisch zu erwartenden. 

Nach Absaugen des Katalysators wurde das Liésungsmittel 
im Vakuum entfernt und die hodhere Fettsiiure bzw. deren 
Aldehyd dem farblosen oder nur ganz schwach gelb gefirbten 
sirupésen Riickstand mit leicht siedendem Petrolither (Siede- 
punkt bis 40°) entzogen. Etwaige Triibung der petrolitherischen 
Lésung beseitigte man durch Schiitteln mit Kieselgur. Die nach 
Abdestillieren des Petrolithers erhaltene, weiBe Substanz schmolz 
unscharf bei 25—35°. Ausbeute: 3,31 g (Theorie 3,24g Aldehyd 
bzw. 3,37 g¢ Saure). 

Die weitere Untersuchung schloB sich nicht unmittelbar an, 
sondern erfolgte erst nach einigen Wochen. Die Substanz wurde 
dann in Ather gelést und die Fettsiure durch wiederholtes Aus- 
schiitteln mit Sodalésung abgetrennt. Die Kntmischung der beiden 
Fliissigkeiten kann durch Zufiigen von etwas Methylalkohol be- 
schleunigt werden. Die nochmals mit frischem Ather durch- 
geschiittelte waBrige Losung (Waschither mit der obigen atherischen 
Lésung vereinigt) wurde mit verdiinnter Schwefelséure angesauert 
und sodann zur Entfernung des noch vorhandenen Athers auf 
dem Wasserbad erhitzt. Die als Ol auf der Oberfliche sich 
ansammelnde Siure erstarrt beim Abkiihlen alsbald. Nach Ab- 
gieBen der Fliissigkeit nimmt man die Siure wieder in Ather 
auf, schiittelt die atherische Lésung mit Wasser, trocknet sie mit 
Natriumsulfat und eatfernt schlieblich den Ather. Riickstand: 
147g Siiure (44°/, der theoretisch méglichen Menge). Schmelz- 
punkt 52,5°. Durch einmaliges Umkrystallisieren aus 80°/, igem 
Methylalkohol erhéhte sich der Schmelzpunkt noch auf 53,5—54°, 


' Liebigs Ann. der Chem. Bd. 464, S. 69 (1928). 
*) Houben-Weyl, Methoden ---- 2. Aufl. Bd. 2, S. 270 (1922). 
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welches der Schmelzpunkt der reinen Myristinsiure ist (1,25 g). 
Durch weiteres Umkrystallisieren indert er sich nicht mehr, 
Glanzende Blattchen. Kine Mischprobe mit Myristinsiure (Kahl- 
baum) von demselben Schmelzpunkt (Mischungsverhiltnis 1: 1) 
schmilzt unveriindert bei 53,5—54°. 

5,345 mg Substanz gaben 14,440 mg CO, und 5,96 mg H,0. 


0,0449 g¢ - verbr. 2,22 ecm n/10-alkohol. NaOH (Tit. 0,8836). 

Fiir C,,H,,O0, Ber. C 72,80°/, H 12,20°/, Agquiv.-Gew. 214,3 

, aie. yy 13,62 , 12,36 a » 228,38 
Gef. ,, 73,7 » 12,9 - 9 sof 


In einem andern Versuch wurden aus 8 g Triacetyl-sphin- 
gosin 2,46 g (58°/, der Theorie) Siurefraktion gewonnen. Schmelz- 
punkt 52—53°. 

Der aus den vereinigten, mit Wasser gewaschenen und mit 
Natriumsulfat getrockneten, atherischen Lésungen nach Abdestil- 
lieren des Athers gewonnene Rohaldehyd wurde zur weiteren 
Reinigung im Vakuum destilliert. Die Gesamtmenge ging bei 
130—140° (etwa 10mm Hg) iiber, davon die Hauptmenge (0,6 g) 
bei etwa 140° (Vorlauf 0,3g). Das aus der Hauptfraktion nach 
Krafft’) dargestellte schén krystallisierte Oxim (0,449) zeigte 
den Schmelzp. 82—82,5 bzw. 82,5—83° nach Umkrystallisieren 
aus Alkohol (Krafft 82°, Le Soeur’) 82,5°). 

Das Oxim des Aldehyds der Tridecylséure schmilzt bei 
80,5° (Le Soeur?) 

3,560 mg Substanz gaben 9,610 mg CO, und 4,19mg H,0. 


10,477 mg He » 0,575 ceem N, (21°, 738mm Hg). 
Fir C,,H,,NO (213,2) Ber. C 73,17°%, H 12,74°/, N €,57*/, 
C,,H.»NO (227,2) __,, »» 13,94 5, 12,86 .. 6,16 
Gef.  ,, 73,64 5, 13,17 », 6,19 


Die in vorliegenden Versuchen erhaltene verhaltnismiBig groBe 
Siiuremenge diirfte wohl darauf zuriickzufiihren sein, daB wihrend 
dem oben erwihnten liingeren Stehen des Aldehyd—Sduregemisches 
ein Teil des Aldehyds nachtraglich noch durch Einwirkung von 
Luftsauerstoff in die Saure iiberging. 

Levene und West erhielten beim Ozonabbau des Sphingosins durch 
nachfolgende Oxydation des Aldehyd-Fettsiuregemisches mit Kalium- 
permanganat eine Siiure vom Schmelzp. 48—49° Auch ich bekam nach 
derselben Methode aus Triacetyl-sphingosin eine Rohsiure von erheblich 
niedrigerem Schmelzpunkt als oben. Diese Methode fiihrt also zu einem 


weniger reinen Produkt. 


1, Chem. Ber. Bd. 23, 8S. 2360 (1890). 
2) Journ. Chem. Soe. London Bd. 87, 8. 1888 (1905). 








' 
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Oxydation von Sphingosin mit Chromsaure. 


Die Oxydation erfolgte nach der von Levene und West ge- 
gebenen Vorschrift. Nur in einigen wenigen und unwesentlichen 
Punkten, deren Anderungen ratsam erschien, wurde von dieser 
Vorschrift abgewichen. 

5,7 g Sphingosinsulfat léste man in 100 ccm Eisessig, gab 
zur warmen Lésung 24g Chromsiiureanhydrid, die in 240 ccm etwas 
wasserhaltigem LEisessig gelést waren (Chromsiureanhydrid in 
méglichst wenig Wasser geliést und die Liésung zu 240 ccm mit 
Eisessig verdiinnt) unter Schiitteln langsam hinzu, destillierte 
nach beendeter Reaktion den Hisessig bis zu '/, des urspriing- 
lichen Volumens im Vakuum ab, figte dann unter Kihlung 
100 ccm etwa 30°/, iger Schwefelsiiure vorsichtig hinzu und ent- 
fernte den Rest der Essigsiure durch Wasserdampfdestillation. 

Der mit dem Wasserdampf iibergehende Teil der Fettsiuren 
wurde dem Destillat durch Ausschiitteln mit Petrolither entzogen, 
die petrolitherische Liésung zur vdlligen Entfernung der Hssig- 
siure wiederholt mit Wasser gewaschen und der Petroliither ab- 
destilliert. Riickstand: 0,39 g. Unangenehm riechendes Ol, aus 
dem sich erst nach lingerem Stehen feste Fettsiuren in geringen 
Mengen abscheiden. 


0,0222 ¢ Substanz verbr. 1,59 cem n/10-alkohol. NaOH (Tit. 0,8855). 
Aquiv.-Gew. Gef. 158 


Ks diirfte hier wohl ein Gemisch der verschiedensten Fett- 
siiuren vorgelegen haben, die durch weitergehenden oxydativen 
Abbau entstanden waren. 

Der mit Wasserdampf nicht fliichtige, auf der im Destillations- 
kolben zuriickgebliebenen Fliissigkeit 6lig schwimmende, beim 
Abkihlen erstarrende Teil der Fettsiiuren wurde abgetrennt, mit 
Wasser gewaschen, in Ather aufgenommen, die atherische Lisung 
mit Natriumsulfat getrocknet und der Ather abdestilliert. Die 
Menge betrug 1,81 g. Schmelzpunkt sehr unscharf bei etwa 40° 
(Levene und West erhielten aus 3g Sphingosinsulfat 1,03 g 
dieses Rohprodukts). 

Zur weiteren Reinigung wurde die Substanz durch Kochen 
mit methylalkoholischer Schwefelsiure unter RiickfluB verestert, 
und das durch Ausschiitteln mit Petroliither gewonnene Kster- 
gemisch durch Vakuumdestillation bei etwa 10 mm Hg frak- 
tioniert. 
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Tabelle 1. 
Freie Siuren 
Siedep. - NB | Schmelzp. | 
in g . ~ nt 
- Menge Schmelzp. /Aquiv.-Gew. 
Lee 130—140° 0,32 etwa 0° 0,238 36—38° 213 
2. Fr. | 140—150° 0,58 _ ZF 0,51 42—44° 219.5 
3. Fr. | 150—160° 0,56 » = 0,51 bis 52° 221 
(sehr unscharf) 


1. Fr. 0,0315 g Substanz verbr. 1,67 cem n/10-alkohol. NaOH (Tit. 0,8855). 
2. Fr. 0,0311 ¢ ™ »  1,60ecm ,, ” ss ‘ 
3. Fr. 00,0333 g ms » 20cm ., 1 ‘“ 9 

Die freien Saiuren wurden aus den Kstern auf die iibliche 
Weise durch Verseifen mit alkoholischer Lauge, Verdiinnen der 
Lésung mit Wasser, Ansiuern und Ausschiitteln mit Petrolither 
(Fraktion 1 und 2) bzw. Ather (Fraktion 3) gewonnen. 

Fraktion 3 enthielt noch einen in Petrolither schwer lés- 
lichen Koérper in geringen Mengen. Nach seiner Entfernung ver- 
blieben 0,44 ¢. Schmelzp. 42—44° 

In einem andern Versuch wurden aus 30 g Sphingosinsulfat auf 
iihnliche Weise 0,6 g des in Petroliither schwer léslichen Kérpers erhalten. 
Schmelzpunkt unscharf bei etwa 84°, nach 2 maligem Umkrystallisieren 
aus Ligroin vom Siedep. 80—90° (kleine Nadeln) und dann aus viel Wasser 
95—100°. 

13,120 mg Substanz verbr. 1,37 cem n/10-alkohol. NaOH (Tit. 0,8817). 

Aquiv.-Gew. Gef. 109. 

Nach allem diirfte es sich hier um eine noch nicht ganz reine Poly- 
methylen-dicarbonsiure (C,,H,,0O,?) gehandelt haben. 

Der in Petroliither lésliche Teil von Fraktion 3 wurde mit 
Fraktion 2 vereinigt und die Substanz wiederholt aus der 15 fachen 
Menge 80°/, igen Methylalkohols umkrystallisiert. 


Menge in g  Schmelzpunkt 


Nach 1 maligem Umkrystallisieren 0,59 48,5—49,5° 
” 2 79 9 deal 51,5—52° 
» FS » ” 0,46 52,5—53° 


Weiteres Umkrystallisieren iinderte den Schmelzpunkt kaum 
mehr merklich. Glinzende Blittchen. Eine Mischprobe mit 
Myristinsiiure Kahl baum (Schmelzp.53,5—54°) zeigte den Schmelz- 
punkt 538—53,5° 


4,840 mg Substanz gaben 13,095 mg CO, und 5,38 mg H,0. 
0,0334 g - verbr. 1,65 cem n/10-alkoh. NaOH (‘T. 0,8817). 


Gef. C 73,89’, H 12,4,  Aquiv.-Gew. 230. 


oe 
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Wenn auch der Schmelzpunkt der reinen Myristinsiiure in 
diesem Fall nicht véllig erreicht werden konnte, so muB bei dem 
um 10° niedrigeren Schmelzpunkt der n-Tridecylsiure es doch 
als gesichert gelten, daB hier Myristinsiiure und nicht letztere 
vorliegt. 

Bei den von Levene und West gewonnenen Substanzen lagen die 
Schmelzpunkte zwischen 46° und 49°; wiihrend Lapworth einen wesentlich 
niedrigeren angibt (38,5—40,5°). Levene u. West wurden in ihrer Ansicht, 
da8 sie n-Tridecylsiure in Hiinden hatten, insofern bestiirkt, als eine Misch- 
probe ihrer Siure mit einer zum Vergleich hergestellten n-Tridecylsiure ') 
keine Schmelzpunktsdepression zeigte. 

Dieses Vergleichspriiparat war aus Myristinsiiure iiber die «-Oxysiure 
gewonnen worden und hatte den Schmelzp. 50—51°. Der Schmelzpunkt 
dieses Priparates ist auffallend hoch. Von anderen Autoren wird fiir 
n-Tridecylsiure iibereinstimmend der Schmelzpunkt von 40° bis 43° an- 
gegeben [Blau’*), Krafft’), Le Soeur‘)}. Auch neuerdings wieder finden 
Noller und Adams°) 42—42,5° (korr.), Robinson®) 43° So ist der Ver- 
dacht begriindet, dab das Vergleichspriparat in der Hauptsache unveriindertes 
Ausgangsmaterial, also Myristinsiiure, war. In spiiteren Versuchen haben 
Levene, West, Allen und van der Scheer’) nach derselben und nach 
einer anderen Methode Priiparate vom Schmelzp. 44,5—45,5° (korr.) erhalten. 
Sie nahmen deshalb diesen hohen Schmelzpunkt von 50 —51° fiir n-Tridecy| 
siure selbst wieder zuriick, ohne jedoch daraufhin noch einmal auf die 
Frage nach der Natur der aus Sphingosin gewonnenen Siure einzugehen. 


Oxydation von Dihydro-sphingosin mit Chromsaure. 


Die aus 30g Sphingosinsulfat durch Zerlegen mit alkoho- 
lischer NaOH, Verdiinnen mit Wasser und Ausschiitteln mit Ather 
gewonnene freie Base wurde in 150 ccm Eisessig gelést und zur 
Hydrierung die Lésung mit auf Bariumsulfat niedergeschlagenem 
Palladium unter gelindem Erwirmen in einer Wasserstoffatmo- 
sphire geschiittelt. Die Menge des aufgenommenen Wasserstofts 
entsprach etwa der Theorie. 

Nachdem der Katulysator abfiltriert und das Volumen durch 
Verdiinnen mit Hisessig auf 500 ccm gebracht worden war, er- 
folgte, ohne das Dihydro-sphingosin zu isolieren, unmittelbar im 
AnschluB hieran die wie beim Sphingosin vorgenommene Oxydation 
mit Chromsiure (unter Verwendung von 100 g Chromsiureanhydrid). 

1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, S. 463 (1914). 

2) Mon.-H. fiir Chemie Bd. 26, S. 89 (1905). 

3) Chem. Ber. Bd. 12, 8S. 1668 (1879). 

4) Jl. chem. Soe. London Bd. 87, S. 1888 (1905). 

5) Ji. Am. chem. Soc. Bd. 48, S. 1074 (1926). 

8) Jl. chem. Soe. London Bd. 125, 8. 226 (1924). 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 23, S. 71 (1915). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXXV. 12 











178 E. Klenk, 


Mit Wasserdampf fliichtiger Teil der Fettsiuren: 1,31 g. 
Unangenehm riechendes Ol. 

Mit Wasserdampf nicht fliichtiger Teil der Fettsiuren: schwach 
gelb gefarbte Substanz. Sie enthielt noch in geringen Mengen 
(0,8 g) einen in Petrolaither schwer léslichen Koérper, ahnlich dem, 
der bei der Untersuchung der Oxydationsprodukte des Sphingosins 
vorgefunden wurde. Nach dessen Abtrennung verblieben 12,8 ¢g 
in Petrolither leicht lésliche Fettsiuren. Schmelzpunkt etwa 45° 
(unscharf). 

Fraktionierung des mit Wasserdampf nicht fliichtigen Teils 
durch Vakuumdestillation (etwa 10 mm Hg) der Ester: 


Tabelle 2. 





Freie Sdiuren 


Aus 15-—20 facher 














Siedep. [Menge] Schmelzp. Menge Methylalko- 
in °C in g in °C holumkrystallisiert 
Menge Schmelzp. Menge! Schmelzp. 
in g in°C | ing in °C 
1. Fr.} 140-160 | 1,41 | etwa 5 | | 
2. Fr. | 160—170 | 4,93 » 13 | 4,46 | 45-46 | 2,87 | 54,5—55,5 
3. Fr. {| 170—180 | 4,45 » 18 | 4,1 | 49,5—50,5| 2,82 | 55,5—56,5 
4. Fr. | 180—190 me i » 18 | 0,85*) 55 | 0,33 | 58,5—59,5 
|  (unscharf) 


*) Die vorliegende Fraktion 4 war ebenso wie die entsprechende Frak- 
tion 3 im Versuch mit Sphingosin in Petroliither nicht voéllig léslich. Die 
Angaben beziehen sich auf den in Petrolither léslichen Teil. 

1. Fraktion. Sie wurde nicht weiter untersucht. 

2.und 38. Fraktion. Nachdem in einem andern Versuch es 
nicht gelungen war, den Schmelzpunkt der Hauptfraktion durch 
einfaches Umkrystallisieren iiber 57° hinaufzutreiben, trotzdem 
der Titrationswert und der Schmelzpunkt einer Mischprobe darauf 
hinwies, daB es sich im wesentlichen um Palmitinsiiure handelte, 
wurde hier eine weitere Reinigung der 2. und 3. Fraktion 
auf dem von Jacobson und Holmes’) empfohlenen Weg iiber 
die Magnesiumsalze zu erzielen versucht. 

Die umkrystallisierte Siure der Fraktion 2 vom Schmelz- 
punkt 54,5—55,5° fallte man aus der alkoholischen Lésung (50 ccm) 
mit 1,5 g in méglichst wenig Wasser geléstem Magnesiumacetat 
als Magnesiumsalz, suspendierte den nach mebrstiindigem Steben 


1) Jl. of Biol. Chem. Bd. 25, S. 55 (1916). 
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abgesaugten Niederschlag in 100 ccm 50 vol.-°/,igem wibrigem 
Alkohol, erwirmte 2 Stunden lang im Wasserbad bei 60° Bad- 
temperatur, filtrierte, wiederholte die Behandlung mit dem wiib- 
rigen Alkohol nochmals und gewann aus dem so in seidengliinzenden 
Blattchen erhaltenen Salz auf die iibliche Weise durch Zerlegen 
mit Mineralsiure und Ausschiitteln mit Ather die freie Fett- 
siiure zuriick. 

Die alkoholische Lésung (75 ccm) der umkrystallisierten Siure 
der Fraktion 3 vom Schmelzp. 55,5—56,5° wurde mit 1 g in 
méglichst wenig Wasser geléstem Magnesiumacetat versetzt, der 
Niederschlag (a) abfiltriert und das Filtrat, nachdem die Zugabe 
von weiteren 1,5 g Magnesiumacetat keine Fiallung mehr bewirkte, 
auf das halbe Volumen eingeengt. Zur Abstumpfung der Essig- 
siiure fiigte man dann 5 ccm etwa n/1-alkoholischer KOH hinzu 
und filtrierte den nach dem Abkiihlen aufgetretenen Nieder- 
schlag (b) ab. 

Aus den Niederschligen a und b wurden nach 2 maliger Be- 
handlung mit 50 ccm 50°/,igem wiBrigem Alkohol wie oben an- 
gegeben die freien Siiuren zuriickgewonnen. 

4, Fraktion. Die Reinigung iiber das Magnesiumsalz wurde 


hier nicht ausgefiihrt. 
Das erzielte Ergebnis ist in der folgenden Tabelle zusammen- 


gestalt: Tabelle 3. 





Nach dem Umkrystallisieren aus der 
- 15 fachen Menge 90°/,igem Aceton 
Menge Schinelzp. | 8 Ig 
Ee ; 
= § in °© Menge Schmelzp. | x... a 
; ange Aquiv.-Gew. 
in ¢ in °C 
2. Fraktion 1,66 55,5 —56,5 1,22 57 —58 254 
3. Fraktion a)| 0,66 58 —59 0,45 60,5—61 256 
b){| = 1,30 57 —58 0,88 60 —60,5 255 
4, Fraktion 0,19 60,5—61 259 











2. Fraktion 0,0420 g Subst. verbr. 1,89 cem n/10-alkoh. NaOH (T. 0,8754) 


3 9 a) 0,0431 ¢ —,, - 1,925 ecm - “i 
b) 0,0416 ¢ - - 1,865 cem - 
4. - 0,0429 ¢ “ ‘ i,89 cem - - - 


Die héchst schmelzenden Fraktionen 3a, 3b und 4 wurden 
vereinigt und nochmals aus 90°/,igem Aceton umkrystallisiert. 
Glinzende Blaittchen. Schmelzp. 62°, der beim weiteren Um- 
krystallisieren nicht mehr merklich stieg. Kine Mischprobe mit 


12° 
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Palmitinsiure (Merck) vom richtigen Schmelzp. (62,5°) schmolz 
bei 62—62,5°. 


4,811 mg Substanz gaben 13,210 mg CO, und 5,45 mg H,O. 


0,0433 g ” verbr. 1,92 ecm n/!0-alkoh. NaOH (T. 0,8754). 
Fir C,,H,,0, Ber. C 74,40%, H 12,40%,  Aquiv.-Gew. 242,3 
Fir C,,H,.0, >» » 4498 ,, 12,59 . 256,38 
Gef. ,, 74,9 y 12,7 “ 258 


Die isolierte Siiure ist demnach Palmitinsiure. Sie diirfte 
wohl auch die Hauptmenge des urspriinglichen Siuregemisches aus- 
machen. Der niedrige Schmelzpunkt des Rohprodukts und die 
groBen Schwierigkeiten bei der Reinigung erkliren sich wabhr- 
scheinlich durch die Anwesenheit von niedrigeren Homologen, die 
in geringen Mengen durch weitergehenden, tiber die Stufe der 
Palmitinsiiure hinausfihrenden, oxydativen Eingriff aus Dihydro- 
sphingosin entstanden. 

Levene und West bekamen in einem Versuch ein Produkt vom 
Schmelzp. 60—61°, in einem andern ein solehes vom Schmelzp. 53°. Nur 
vom ersten liegt eine vollstindige Analyse vor. Die Werte stimmen auf 
C,,H,,0.. Infolge des hohen Schmelzpunkts konnte es sich hier aber nicht 
um n-Pentadecylsiiure, die bei 53° schmilzt, gehandelt haben. Im andern 
Fall entspricht zwar der Schmelzpunkt dem der n-Pentadecylsiure, aber 
der Titrationswert ist in Ubereinstimmung mit den vorliegenden Befunden 
zu hoch (250 statt 242). Eine Elementaranalyse fehlt. Wenn die Autoren 
trotzdem nicht zégerten, ihre Substanz als n-Pentadecylsiure anzusprechen, 
so war wohl dafir die Feststellung maBgebend, daB eine Mischprobe der 
Amide keine Schmelzpunktsdepression erkennen lief. Nach einer friiher 
gemachten beobachtung') scheinen sich aber die Amide verschiedener Fett- 
siiuren in ihren Schmelzpunkten gegenseitig nur iiuBerst wenig zu beein- 
flussen, so da8 dieser Feststellung irgendwelche entscheidende Bedeutung 
nicht zukommen diirfte. 


Triacetyl-sphingosin. 

Dieses Sphingosinderivat ist bereits bekannt (Thomas und 
Thierfelder?), Levene und Jacobs’). Die Darstellung des 
als Ausgangsmaterial in gréBeren Mengen bendtigten Kérpers 
erfolgte nach einem bis jetzt noch nicht beschriebenen Verfahren, 
das leichter und, soweit ersichtlich, auch in besserer Ausbeute 
zu einer reinen Substanz fiihrt als die von Thomas und Thier- 
felder, bzw. von Levene und Jacobs beniitzten Verfahren. 





1) Diese Zs. Bd. 166, S. 287 (1927). 
*) Diese Zs. Bd. 77, S. 511 (1912). 
3) Jl. of Biol. Chem. Bd. 11, S. 547 (1912). 




















Uber Sphingosin. 1s] 


(ut getrocknetes Sphingosin lést man in dem 2tachen Volumen 
wasserfreien Pyridins und fiigt langsam das 2fache Volumen Kssig- 
siureanhydrid zu. Nach einiger Zeit scheidet sich der Acetyl- 
kiérper in groBen, aus derben Nadeln bestehenden Krystalldrusen 
ab. Man liBt itiber Nacht bei gewéhnlicher Temperatur stehen, 
kihlt dann mit Kis, saugt nach einigen Stunden den Niederschlag 
ab und wischt mit wenig kaltem Ather oder Aceton nach. Rein 
weiBe Substanz, Schmelzp. 102—102,5°. Ausbeute: 3,5 g¢ aus 
Petrolather umkrystallisiertes Sphingosin gaben 2,96 g Acetyl- 
kérper (59°/, der Theorie). 

Auch aus dem Rohsphingosin, das bei der Spaltung von Cerebrosid- 
gemisehen mit methylalkoholischer Schwefelsiure anfallt, erhiilt man pach 
dieser Methode die Substanz ohne Schwierigkeiten. So lieferten 8,3 g Roh- 
sphingosin 5,37 g Acetylkérper vom Schmelzp. 100° (unscharf). Einmaliges 
Umkrystallisieren aus der 5fachen Menge Aceton fiihrte zur reinen Substanz 
vom richtigen Schmelzpunkt. 

Zur Analyse wurden die Substanzen aus der S5fachen Menge 
Aceton umkrystallisiert und im Vakuum iiber H,SO, getrocknet. 


4,913 mg Substanz gaben 12,190 mg CO, und 4,36 mg H,O. 


4,621 mg ~ - 11,420 mg _,, » 4,23 mg ,, 
5,329 mg ‘ » em ». » 404i me ss 
4,920 mg - ‘s 12,210mg , 4, 4,49mg ,, 
4,631 mg “ - 11,500 mg _s,, » 4,28 mg , 


Die Analysen beziehen sich auf fiinf verschiedene (teils auch aus Rob- 
sphingosin dargestellte) Priiparate. 

Fir C,,H,,NO, (411,5) Ber. C 67,11°, H 10,05°, 
C,,H,,NO, (425.5) 4, 4 67,729, —,,_: 10,19, 


*”? 


Gef. ,, 67,7 » 9,9 
67,4 , 10,2 
, 67,4 , 9,9 
02 ,», 10,2 
> » 22 » 10,3 
Pe 5, 67,40 5, 10,23 (Th. u. Th.)] 
[ = 5 63,88 » 9,98 (Lev. u. Jac.)]. 


Dihydro-sphingosin-pikrat. 
(Experimentell bearbeitet von Herrn Dr. R. Hirle.) 
Auch dieses Sphingosinderivat ist bereits bekannt (Levene- 
und West}). Die nach Levene und West dargestellte Substanz 


krystallisiert aus verdiinntem Alkohol in feinen verfilzten Nadeln. 
Nie besaB ebenso wie viele Salze der nicht hydrierten Base keinen 





1) J). of Biol. Chem, Bd. 24, 8. 63 (1916). 
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scharfen Schmelzpunkt. Sie sinterte bei der von Levene und 
West als Schmelzpunkt angegebenen Temperatur (88— 89°) und 
schmolz unter Meniskusbildung erst bei 157°. 

Zur Analyse wurde das Salz noch zweimal aus verdiinntem 
Alkohol umkrystallisiert. Die erhaltenen Werte weichen betriicht- 
lich von den von Levene und West gefundenen ab. 


4,719 mg Suabstanz gaben $,410 mg CO, und 3,47 mg H,O. 


3,030 mg 1 » 0,270 mg N, (25°, 759 mm Hg). 
Fiir C,,H,,N O, (516,35) Ber. C 53,45°,, HH 7,81°, N 10,85°, 
Fiir C,,H,.N,O, (530,4) «=p 89 » 4,98 5, 10,56 
Gef. ,, 54,4 » oe » 2 
ee » 58,50 » 1,78 (Levene u. West)|. 


Dihydro-sphingosin-bromid. 
(Experimentell bearbeitet von Herrn Dr, R. Hirle.) 

Dieses Sphingosinderivat war bis jetzt noch unbekannt. Ks 
zeichnet sich vor anderen Salzen der Dihydrobase durch besonders 
gutes Krystallisationsvermégen aus. 

Man erhilt es aus einer Liésung der Dihydrobase in der 
20fachen Menge Eisessig durch Zufiigen von der 3fachen Menge 
10°/, HBr enthaltendem LHisessig (aus 50°/,iger waBriger Brom- 
wasserstoffsiiure durch Verdiinnen mit Eisessig dargestellt). Das 
Bromid fillt alsbald krystallin aus. Schmale Blattchen. Nach 
Abkiihlen im Eisschrank wird der Niederschlag abgesaugt und 
aus viel Aceton umkrystallisiert. Aus 2g der Base bekommt man 
so 1,4 ¢ Bromid. 

Die Substanz sintert bei 95° und schmilzt unter Zersetzung 
bei 270° Sie ist leicht léslich in Athyl- und in Methylalkohol, 
wenig lislich in Kisessig, noch weniger in Aceton. Aus den beiden 
letzten Lésungsmitteln kann es umkrystallisiert werden. In 
heiBem Wasser list es sich klar auf. Die Lésung neigt zur 
Schaumbildung. Beim Erkalten fillt die Substanz zuniichst gela- 
tinds aus, geht aber nach einigem Stehen in krystallinen Zustand 
iiber (diinne Blittchen). 


4,430 mg Substanz gaben 9,210 mg CO, und 4,23 mg H,0. 


2,930 mg » , 0,600 mg Br. 
Fiir C,,H,,NO,-HBr (368,23) Ber. C 55,40°), H 10,40°/, Br 21,70°/, 
Fiir C,,H,,NO.-HBr (382,25) »~ » Bhi » 10,55 », 20,92 
Gef. ,, 56,7 > ae », 20,5 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danke ich 
fiir die Gewiihrung der Mittel zur Durchfithrung dieser Arbeit. 














Zur Kenntnis der Gallensiuren. 
XXV. Mitteilung. 


Von 


Martin Schenck und Henry Kirchhof. 


(Aus der Physiologisch-chemischen Abteilung des Veterinar-physiologischen I[nstituts 
der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Oktober 192%.) 


1. Uber Clemmensen-Reduktion der von Biliansadure sich 
ableitenden Ketolactamtricarbonsaure C,,H.,.NO.. 


Durch Beckmannsche Umlagerung entsteht aus Biliansiure- 
dioxim, wie wir friiher gezeigt haben), ein Oximlactam von der 
Strukturformel I, d. h. es wird nur Ketoximring II umgewandelt, 
wihrend Ring III unveriindert bleibt. Dabei ist mit der Még- 
lichkeit zu rechnen, daB zwei isomere Koérper entstehen je nach 
der Stellung des Imid-Stickstoffs zur benachbarten CO-Gruppe. Wir 
haben indessen nur eine Verbindung isolieren kénnen und fiir 
diese willkiirlich Forme! I angenommen. Durch kurzdauerndes 
Kochen mit Salzsiiure liBt sich aus dem Oximlactam die Oxim- 
gruppe abspalten, ohne daB der Lactamring aufgesprengt wird, 
und man erhilt eine Ketolactamtricarbonsiure von der Formel II.°) 
Auch Desoxybiliansiiure-oxim wird durch heibe starke Schwefel- 
siure glatt umgelagert und es entsteht die Lactamtricarbon- 
siure C,,H,,NO,. Auch hier hat sich von den beiden mdglichen 
Isomeren nur ein KO6rper gewinnen lassen, fiir den willkiirlich 
Formel III angenommen wurde.”) Versuche, die Stellung des 
Stickstoffs in dieser Verbindung zu bestimmen, sind ausgefiihrt 
worden, haben aber bisher noch nicht zu einem brauchbaren Er- 
gebnis gefihrt. Bei der Umlagerung des Biliansiure-dioxims 
einerseits, des Desoxybiliansiiure-oxims andrerseits konnte der Kin- 
tritt des Stickstoffs in den Ring in gleichem oder in verschiedenem 


') Diese Zs. Bd. 177, S. 280 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 166, S. 142 (1927). 
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Sinne erfolgen. Im ersteren, von vornherein wahrscheinlicheren 
Falle war zu erwarten, dab man durch Clemmensen-Reduktion 
der Ketolactamtricarbonsaiure I] zur Lactamtricarbonsiure III 
gelangte, ebenso wie W. Borsche und EK. Rosenkranz’) 
nach diesem Reduktionsverfahren Biliansiure in Desoxybiliansaure 
iiberfiihren konnten. Wir haben deshalb Ketolactamtricarbon- 
siure If nach Clemmensen reduziert und dabei in der Tat ein 
Produkt erhalten, das mit dem Korper III die gréBte Ahnlichkeit 
zeigte; auch die durch lingeres Kochen des Produktes mit Salz- 
siure entstehende Verbindung verhielt sich ganz so, wie die unter 
den gleichen Bedingungen aus der Lactamtricarbonsaure III sich 
bildende Aminotetracarbonsiure C,,H.,NO,. Wir hegten deshalb 
auch anfangs keinerlei Zweifel an der Identitit des aus dem Keto- 
lactam erhaltenen Kérpers mit Desoxybiliansiurelactam. Bei der 
Bestimmung des optischen Drehungsvermégens ergab sich aber, 
daB die neue Verbindung eine wesentlich héhere Rechtsdrehung 
aufwies, als fiir Desoxybiliansiure-lactam friiher ermittelt worden 
war und auch bei erneuter Priifung wieder festgestellt wurde. Eine 
Erklirung fiir dieses unterschiedliche Verhalten vermégen wir mit 
Sicherheit nicht zu geben, halten es aber fiir das Wahrscheinlichste, 
daB das Reduktionsprodukt durch eine kleine, analytisch und 
auch sonst nicht in die Erscheinung tretende Beimengung (viel- 
leicht durch ein Diastereomeres) verunreinigt war, zumal da die 
Drehung nach nochmaligem Umkrystallisieren eine Abnahme zeigte, 
und dab es somit doch — bis auf eben diese Verunreinigung — 
mit dem Kéorper III identisch ist. 

AuBer dem eben erwihnten Stoff haben wir bei der Clemmen- 
sen-Reduktion der Ketolactamtricarbonsiiure II noch einen zweiten, 
gut krystallisierenden Kérper, wenn auch in geringerer Menge, 
isolieren kénnen. Diese Verbindung kommt nach dem Ergebnis 
der Analyse durch die Formel C,,H,,NO, oder C,,H,,NO, zum 


35~ 
Ausdruck. Wir glaubten deshalb zuniichst, daB es sich um ein 
Isomeres des Lactams III (C,,H,,NO,) handelte. In diesem Falle 
war zu erwarten, daB der neue Korper ebenso wie das Lactam 
sich dreibasisch titrieren lieB. Die durch Kochen mit einer 
groBen Menge Wasser in Lésung gebrachte Substanz lieferte aber 
bei der direkten Titration Werte, die zwischen zwei und drei 
Carboxylgruppen (berechnet auf eine der obigen empirischen 


Formeln) lagen. Dasselbe Resultat wurde erhalten, wenn man 


') Chem. Ber. Bd. 52, S. 342 (1919). 
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den Stoff bei gewohnlicher Temperatur in iiberschiissiger Lauge liste 
und den UberschuB bald darauf zuriicktitrierte. Wurde dagegen 
die Lisung des Korpers in iiberschiissiger Lauge einige Zeit er- 
hitzt und dann titriert, so ergaben sich Werte, die héher waren, 
als drei Carboxylgruppen entspricht. Wir schlieBen aus diesen 
Versuchen, daB die neue Verbindung eine Lacton-dicarbonsiure 
(C,,H,,NO,) ist, die durch Kochen mit viel Wasser bzw. durch 
iiberschiissige Lauge bei gewdhnlicher ‘emperatur teilweise zur 
Oxy-tricarbonsiure aufgespalten wird, wihrend durch Erhitzen 
der alkalischen Lésung eine totale Aufspaltung des Lactonringes, 
gleichzeitig aber wohl auch in gewissem Umfange eine ander- 
weitige Umwandlung stattfindet, die den drei Carboxylgruppen iiber- 
schreitenden Wert bedingt. Siuert man die gekochte alkalische 
Lésung nach hinreichender Verdiinnung schwach mit Salzsiure 
an, so scheiden sich beim Stehen allmiihlich Krystalle aus, die 
in ibrer Form von der Ausgangssubstanz deutlich unterschieden 
sind und in denen wir die Oxysiiure vermuteten. Sie haben 
aber dieselbe Zusammensetzung wie das urspriingliche Re- 
duktionsprodukt und sind, da wir sie bisher in ganz einheit- 
licher Form nur in kleiner Menge gewinnen konnten, noch nicht 
eingehender untersucht worden. — Die Entstehungsweise einer Lac- 
tondicarbonsiure C,,H,,.NO, aus der Ketolactamtricarbonsiure 
C,,H,,NO, mu man sich so vorstellen, daB die Ketogruppe des 
Ringes II] zur sekundiren Alkoholgruppe reduziert wird, ebenso wie 
beispielsweise «@-Diketocholansiure nach H. Wieland und 
E. Boersch?) durch Clemmensen-Reduktion unter bestimmten 
Bedingungen in Oxy-Ketocholansiure iibergefiihrt wird, und dab 
dann das Hydroxyl mit der entsprechenden Carboxylgruppe den 
Lactonring bildet. Das Reduktionsprodukt wiirde also durch die 
Strukturformel IV zum Ausdruck kommen und sich an die Seite 
der Biliobansaiure*) stellen, von der es sich nur dadurch unter- 
scheidet, daB es an Stelle des Ketofiinfrings I] den Lactamsechs- 
ring II enthilt. 

AuBer den beiden beschriebenen Verbindungen bilden sich 
bei der Reduktion der Ketolactam-tricarbonsiiure II jedenfalls 
und zwar in der Hauptmenge — noch andere Produkte. durch 
Aufspaltung des Lactamringes usw.,die sich aber infolge ihrer leichten 





1, Diese Zs. Bd. 106, S. 190 (1919). 
?) A. Windaus u. A. van Schoor, Diese Zs. Bd. 157, S. 177 (1926); 
W. Borsche u. R. Frank, Chem. Ber. Bd. 59, 8S. 1748 (1926). 
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Lislichkeit noch nicht haben isolieren lassen. Wir haben friher') 
darauf hingewiesen, daB die Ketolactamtricarbonsiure II in 2 ver- 
schiedenen Formen (,,kleine Krystalle* und ,Nadeln“) existiert; 
beide Formen verhalten sich, wie wir es nicht anders erwartet 
hatten, bei der Reduktion ganz gleich. Ferner sei bemerkt, dab 
man die beiden untersuchten Reduktionsprodukte, wenn auch in 
geringerer Ausbeute, auch direkt aus bilianséure-oximlactam (I) 
unter den gleichen Bedingungen, wie sie bei der Reduktion des 
Ketolactams eingehalten wurden, erhalten kann. 








NOH 
| 
C CO 
. ie Y i 
CH, C CH, C 
II] {Cutty COOH | | c..t.,-COOH 
CH C CH C 
i yl ie,” 
COOH C CH, COOH C CH, 
| | 
| } 
| Il NH | NH 
| 
COOH CH CO COOH CH CO 
te “ale Mee 
GH, GH, CH, GH, 
Bilianséiure-oximlactam, Ketolactamtricarbonsiure, 
C.,H,,N20,. C,,H;;NO3. 
CH, O CH 
tg Fa 
CH, C CH, C 
| | C,H, -cooH | | | c,h, COOH 
CH C cH C 
— ae ie ail 
COOH C———CH, _ CO C CH, 
Ill I\ 
NH NH 
COOH CH CO COOH CH CO 
nh ii il 
CH, CH, CH, CH, 
Lactamtricarbonsiure, Lacton-lactam-dicarbonsiure, 
C,,Hy;NO,. C,4Hy,NO,. 


2. Bereitung der von Isobiliansaure sich ableitenaen 
Ketolactamtricarbonsaure C,,,.N0Q,. 


Kocht man Biliansiureoximlactam (Formel I) eine Stunde 
lang mit Salzsiure, so wird nicht nur die Oximgruppe abgeldst, 


') Diese Za. Bd. 176, S. 192 (19238). 














Zur Kenntnis der Gallensiiuren. 187 


sondern auch der Lactamring aufgespalten. Bei dem Versuche, 
das Aufspaltungsprodukt zu isolieren, hatte der eine von uns 
friiher einen Kérper von der Zusammensetzung ©,,H,,N,O, er- 
halten, es war hier unter den besonderen Bedingungen des Ver- 
suchs eine Wiederoximierung des Produktes erfolgt und es hatte 
sich so das Oxim der Ketoaminotetracarbonsiiure C,,H,.NO, ge- 
bildet.') Diese letztere haben wir dann durch einstiindiges Kochen 
der Ketolactamtricarbonsiure (Formel IT) mit Salzsiiure zu gewinnen 
gesucht, dabei aber durch Verdampfen der salzsauren Liésung 
einen kaum gefirbten, amorphen Riickstand erhalten, der in 
Wasser spielend leicht léslich war und sich bis jetzt noch nicht in 
irgendeine schwer lisliche, fiir die Reinigung geeignete Form hat 
iiberfiihren lassen. 

Aus dem der Verbindung I ganz analog gebauten Umlagerungs- 
produkt des Isobiliansiiure—dioxims hatten wir dagegen durch 
Kochen mit Salzsiiure die entsprechende Ketoaminotetracarbon- 
siure (Formel V) in Gestalt des in Salzsiure schwer lislichen 
Hydrochlorids gewinnen kénnen.?) Die Herstellung der Vorstufe der 
Aminosiure, der Ketolactamtricarbonsiure C,,H,,NO, (Formel VI), 
unterblieb s. Zt. wegen Materialmangels. Wir haben die Bereitung 
dieses Kérpers jetzt nachgeholt und ihn oline Schwierigkeit in 
reinem Zustande erhalten. Kocht man die Verbindung V1 mit Salz- 
siure, so resultiert wieder, wie zu erwarten, das schwer lisliche 
Chlorhydrat der Aminosiiure V. Die vom Isobiliansiiure—oximlactam 
zur Aminosiure V fithrende Reaktion ist so in ihre beiden Phasen 
zerlegt worden. (In den Formeln V und VI ist die Stellung des 
Stickstoffs wieder hypothetisch.) 





CO CO 
CH, Cj CH, C 
| | + C,,H,,:- COOH -C,,H,, - COOH 
. cH «CJ ” CH Cf 
P i ae 
ma €——cH, a com 
: NH, NH 
COOH CH COOH COOH CH CO 
ee a 
COOH CH, GOOH CH, 
Aminosiure, Ketolactamtricarbonsiiure, 
C,,H;;NO,. C,,H,,NO,. 


4) Diese Zs. Bd. 177, 5. 280 (1928). 
*) Diese Zs. Bd. 177, S. 283 u. 284 (1928). 
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Beschreibung der Versuche, 


1. Die friher fiir die Bereitung der Ketolactamtricarbon- 
siure I] gegebene Vorschrift!) haben wir etwas vereinfacht: 1 g 
Biliansiiture—oximlactam wurde mit 10 ccm 20°/,iger Salzsiure 
10 Minuten lang gekocht und die klare Liésung nach dem Er- 
kalten mit 25 com Wasser versetzt. Die entstandene Fallung 
wurde bald krystallinisch; nach 12 bis 24 Stunden saugte man 
die Krystallisation, die unter dem Mikroskop durchaus einheitlich 
aussah (kleine Krystalle“), ab, wusch sie mit Wasser aus und 
trocknete sie. Fiir die Reduktion erwies sich das folgende Verfahren 
als zweckmibig, ohne daB damit gesagt sein soll, daB die Be- 
dingungen fiir méglichst hohe Ausbeuten an den beiden Reduktions- 
produkten die giinstigsten waren. 1 g Ketolactam kochte man 
60 Minuten lang mit 40 ccm 25°/,iger Salzsiure und 10 g Zink- 
granalien, die eine Stunde unter 20 ccm 5°/,iger Sublimatlésung 
gestanden hatten, am RiickfluBkiihler. Nach dem Erkalten wurde 
filtriert und das Filtrat mit 100 ccm Wasser versetzt. Die hier- 
durch erzeugte Fallung (Filtrat A) krystallisierten wir aus Wasser 
um, es resultierten Krystalle, die unter dem Mikroskop dieselbe 
Form zeigten, die friiher beim Umlagerungsprodukt des Desoxy- 
biliansiure-oxims beobachtet worden war: ,langgestreckte Sechs- 
ecke“, teils einzeln liegend, teils zu Rosetten zusammengelagert. 
Auch der Zersetzungspunkt (274°) entsprach dem friher fiir 
Desoxybiliansiure-lactam gefundenen Temperaturgrad und bei 
der Mischprobe ergab sich keine nennenswerte Depression. Die 
Ausbeute (an umkrystallisiertem Material) betrug 0,17—0,18 g. 
Fiir Analyse, Titration und polarimetrische Bestimmung wurde 
der Stoff bei 120° getrocknet. 


0,1106 ¢ Substanz gaben 0,2594 g CO,, 0,0846 g H,O. 


01195 ¢ ‘ »  0,2798g CO,, 0,0914 g H,O. 
0,2048 g “ lieferten 5,5cem N bei 18,5° und 759,3 mm Hg. 
0,1365 g ‘ (in 20 cem Alkohol aufgeschwemmt) verbrauchten 


s.9cem n/10-NaQH (Phenolphthalein). 
.»sH,, NO, (dreibasisch). 
Ber. 63,82°/, C 826°), H 310°, N -29,91°/, COOH 
oder Aquivalent: 150. 
Gef. 63,98, 63,88°/, C 8,56, 856°, H 3,14°/, N 29,35 °/, COOH 
oder Aquivalent: 153. 
Bestimmung der optischen Drehung (I. Reduktionsprodukt einmal 
aus Wasser umkrystallisiert, I]. nach nochmaligem Umkrystallisieren aus 


') Diese Zs. Bd. 177, S. 298 (1928). 
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Wasser, III. notorisches Desoxybiliansiiure-lactam, ebenfalls aus Wasser 
umkrystallisiert). Alle drei Proben in 1'/,°/,iger wibriger Natronlauge geldst. 
I. Konz. 2,9992°',, Rohrlinge 2dm, abgelesener Winkel + 1,26°, 

[a], = + 21,01°. 

II. Konz. 2,7716°/,, Rohrlinge 2dm, abgelesener Winkel + 0,94°, 

[a}i,s = + 16,96°. 

Ill. Konz. 2,7752°/,, Rohrliinge 2 dm, abgelesener Winkel + 0.33°, 


(oJi,° = + 5,95°. 
Friher fiir Desoxybiliansiure-lactam gefundene Werte: 
[a 1? = + 5,38°, + 5,52°, + 5,39°, + 5,46°. 


Wie bereits oben erwiihnt, verhielt sich beim liingeren 
Kochen mit Salzsiiure das Reduktionsprodukt ebenso wie Desoxy- 
biliansiiure-lactam. 1g des aus dem Ketolactam erhaltenen 
Kérpers wurde mit 40°/, iger Salzsiiure 6 Stunden lang am Riick- 
fluBkihler gekocht. Beim Erkalten schied sich allmiihlich eine 
Krystallisation (Nadeln bzw. Prismen) eines Chlorhydrates aus, die 
am folgenden Tage abgesaugt, mit 20°/, iger Salzsiiure gewaschen 
und getrocknet wurde. Das Filtrat verdampft man zur Trockne, 
krystallisierte den Verdampfungsriickstand aus 20°/, iger Salzsiiure 
um und erhielt so noch eine weitere Menge der Prismen. Die 
Gesamtausbeute an Chlorhydrat war aber geringer, als sie friiher 
bei mit Desoxybiliansiure-lactam vorgenommenen Aufspaltungs- 
versuchen gefunden wurde, vielleicht hingt dieser Umstand mit 
der oben angenommenen, kleinen Beimengung zusammen. Das 
Chlorhydrat fiihrte man in der friiher beschriebenen Weise in 
die freie Aminosiure iiber, krystallisierte diese nochmals aus 
Wasser um und erhielt so die bekannten Krystallformen: T'afeln 
oder Blittchen, die unter dem Mikroskop die Gestalt von Rhomben 
mit mehr oder weniger stark abgeschnittenen Ecken zeigten; auch 
die charakteristischen zwei Zersetzungspunkte: etwa 195° und 
275° waren festzustellen. Fir die Analyse trocknet man den 
Korper bei 115°. 

0,1178 g Substanz gaben 0,2654 g CO,, 0,0920g H,0O. 

C,,HygNO, Ber. 61,37°/, C 8,37°/, H Gef. 61,46°), C 8,74°), H. 

Die Isolierung des zweiten Reduktionsproduktes geschah 
anfangs in folgender Weise. Das auf Seite 188 erwihnte ,, Filtrat A“ 
wurde durch iiberschiissiges Natriumcarbonat vom Zink befreit, 
das Filtrat vom basischem Zinkcarbonat auf dem Dampfbad ein- 
geengt, bis sich Kochsalzkrystalle auszuscheiden begannen. Nach 
dem Erkalten wurde erneut filtriert und das Filtrat mit Salzsiiure 
angesiuert. Es schied sich zuniachst eine gelbbraun gefirbte, 
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harzige Masse aus, die sich beim Umriihren zu einem Kliumpen 
zusammenballte, der sich leicht aus der Lésung entfernen lieB. 
Unmittelbar darauf begann die Ausscheidung eines fast farblosen 
Stotfes, der, aus wenig heiBem Wasser eventuell unter Verwendung 
von Tierkohle umkrystallisiert, in Gestalt von farblosen, haar- 
feinen, gebogenen, verfilzten Nadeln erhalten wurde. Die Aus- 
beute war allerdings sehr gering. Spiiter beobachteten wir, dab 
das Filtrat A beim lingeren Stehen ganz &hnliche Nadeln in 
sehr kleiner Menge ausschied. Besser ist die Ausbeute, wenn 
man das Filtrat A mit Chlornatrium sittigt und dann 48 Stunden 
lang stehen libt. Auf diese Weise haben wir bei unseren spiteren 
Versuchen die Substanz stets isoliert. Die ausgeschiedene Masse 
wurde dann abgesaugt, gut abgepreBt und aus Wasser umkrystalli- 
siert. Je nach der Schnelligkeit, mit der sich der Koérper beim 
Erkalten der wiibrigen Lisung ausscheidet, erhalt man ibn in der 
oben erwiihnten verfilzten Form oder in Gestalt von feinen Nadeln, 
die zu Biischeln oder Garben zusammengelagert sind. Bemerkt 
sei noch, daB der Stoff nach dem Trocknen sich viel schwerer 
in siedendem Wasser auflést, namentlich die letzten Reste lésen 
sich sehr langsam. Die Ausbeute (nach dem Umkrystallisieren) 
betrug etwa S8—9°/, der eingesetzten Ketolactamtricarbonsaure, 
lin Schmelzréhrchen zeigt der Kérper bis 300° keine wesentliche 
Veriinderung (Schwefelsiure-Apparat). Trocknen bei 120°. 


0,1090 g Substanz gaben 0,2552 g CO,, 0,0804 g H,O. 


0,1336 ¢ - lieferten 3,65 cem N bei 23° und 760,83 mm Hg. 
CBO, Ber. 63,82°/, C 8,26°/, H 8,10°/, N 
C.,H,, NO, Ber. 64,11 7,85 3,12 

Gef. 63,87 8,25 3,15 


Titrationen: I. Substanz in 300 cem Wasser heiB gelist, die heiBe 
Lésung titriert (Phenolphthalein), If. Substanz in 20 cem n/10-NaQH bei 
gewohnlicher Temperatur gelést, Uberschu8 nach kurzer Zeit zuriicktitriert, 
{11. Substanz mit 20 cem n/10-NaOH 35 Minuten lang auf dem Dampfbad am 
Steigrohr erhitzt, die heiBe Lésung titriert (Kontrolle durch blinden Versuch). 


I. 0,1170g Substanz verbrauchten 6,7 cem n/10-NaOH. 


II. 0,1163 g ¥e i 7,1 eem ‘ 

III. 0,1203 g ‘a ‘ 8,7 cem * 
C,,H,,NO, Ber. zweibasisch: 19,94°/, COOH, dreibasisch: 29,91°/, COOH. 
C,,H,,NO, Ber. " 20,03°/, COOH, . 30,05°/, COOH. 


Gef. 25,78 27,48  32,55°/, COOH. 
Die austitrierte Probe I versetzte man mit 10 ccm n/10-NaOH, 


kochte die Lisung kurze Zeit auf, siiuerte sie mit Salzs’ure schwach 
an und dampfte sie bis auf etwa 200 ccm ein, Beim Erkalten 
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und Stehen schieden sich ganz allmihlich kurze, derbe, prismen- 
férmige Krystalle aus, die mitunter rosettenférmig angeordnet 
waren und unter dem Mikroskop auf den ersten Blick von den 
Nadelbiischeln des Ausgangsmaterials zu unterscheiden waren. 
Nach weiterem Einengen der Lisung erhielt man ein Gemisch 
der beiden Formen, in welchem die feinen Nadeln vorherrschten. 
Unter ungefihr denselben Verdiinnungsverhiltnissen, wie eben 
angegeben, wurde eine andere Probe der derben Prismen erhalten 
und analysiert (Trocknen bei 120°). Schmelzpunkt: auch hier 
bis 300° keine Veriinderung. 


0,1011 g Substanz gaben 0,2372 g CO,, 0,0740 g H,0. 


C,,H,,NO, Ber. 61,64°/, C 7,98°/, H 
C,,H,.NO, Ber. 64,11 7,85 
Gef. 64,01 8,19 


Bisweilen sind die prismenférmigen Krystalle weniger gut 
ausgebildet, sie sind dann mehr keilfOrmig oder erinnern an 
»/euersteinmesser“ (Holithe). Lést man sie heiB in 25°/,iger Salz- 
siure, konzentriert die Lésung, setzt von neuem Salzsiiure zu und 
engt wieder ein, so scheidet sich beim Erkalten wieder der in Nadel- 
biischeln krystallisierende Stoff aus. Die prismenférmigen Krystalle 
sollen noch weiter untersucht werden, sobald wir im Besitz einer 
ceniigenden Menge einer einheitlichen Krystallisation sein werden. 
Erwahnt sei auch, daB8B eine Probe des urspriinglichen (um- 
krystallisierten) Reduktionsproduktes in Eisessig hei8 gelést und 
die Lésung 1/, Stunde auf dem Dampfbad erhitzt wurde, worauf 
man sie mit heiBem Wasser verdiinnte. Beim Stehen der erkalteten 
Lésung schieden sich in kleiner Menge keilférmige Krystalle aus, 
die ganz den eben erwiihnten glichen und anscheinend mit ihnen 
identisch sind. 

2. Von den friiher gemachten Angaben betreffende Herstellung 
des Isobiliansiure-oximlactams') sind wir nicht abgewichen. 1g des 
aus Hisessig + Wasser umkrystallisierten, noch schwach braunlich 
gefarbten Oximlactams wurde bei gewohnlicher Temperatur in 
25 ccm 20°/,iger Salzsaure gelést und die Lésung 10 Minuten 
lang gekocht. Dabei kommt es voriibergehend zu einer Aus- 
scheidung des Chlorhydrats des Oximlactams. Nach dem Erkalten 
filtrierte man die fast klare Lésung und erzeugte durch Zusatz von 
50 com Wasser zum Filtrat eine weiBe Fallung. Um den Stoff 
vollstindig abzuscheiden, ist es zweckmibig, durch vorsichtige 





1) Diese Zs, Bd. 172, S. 167 (1927). 
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Zugabe von 10°/,iger Natronlauge die saure Reaktion des Ge- 
misches abzustumpfen oder so viel Natronlauge zuzusetzen, dab 
alles wieder in Lésung geht, worauf durch schwaches Ansauern 
mit Salzsiure das Reaktionsprodukt wieder ausgefallt wird. Die 
Fallung wurde beim Stehen krystallinisch: mehr oder weniger 
deutlich erkennbare, sterntérmige oder sphirische Aggregate von 
Nadelchen. Durch Umkrystallisieren aus Wasser erhielt man den 
Stoff in Gestalt von schénen, farblosen, diinnen Prismen, die bei 
248—250° sich zersetzen (vorher Sintern). Die Ausbeute an um- 
krystallisiertem Material betrug 0,3—0,5 g. Trocknen bei 120°. 


0,1279 g Substanz gaben 0,2894 g CO,, 0.0901 ¢ H,O. 


0,1833 g . liceferten 4,8 com N bei 23° und 762,7 mm Hg. 
C,,H,,NO, Ber. 61,91°/, C 7,58°/, H 3,01°/, N 
Gef. 61,73 7,38 3,03 


Zur Uberfiihrung des Ketolactams in die Aminosiure kochte 
man 1 g der Verbindung mit 40 ccm 25°/,iger Salzséure eine 
Stunde lang am RiickfluBkiihler. Die erkaltete Lésung gab beim 
Schiitteln oder Reiben mit dem Glasstab eine krystallinische 
Ausscheidung, die, aus 20°/,iger Salzsiiure umkrystallisiert (Aus- 
beute: 0,65 g), in schénen, fast farblosen Tafeln oder Blattchen 
erhalten wurde. Die Krystallformen entsprachen ganz den friiher 
gemachten Feststellungen, der Zersetzungspunkt (252°; vorher 
Sintern) wurde wenig héher gefunden, als friiher (248°) beobachtet 
worden war. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir die zur Verfiigung gestellten Mittel unseren ergebensten 
Dank aus. 


Berichtigung. In der 24. Mitteilung zur Kenntnis der Gallensiuren, 
Diese Zs. Bd. 183, S. 88 (1929), muB es auf 8. 93, Zeile 15 v. u. statt 10 eem 
heiBen: 20 ccm. 











